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ABSTRACT 
 
L’obiettivo del presente lavoro di tesi è di delinear  un quadro generale della struttura 
della popolazione di Merluccius merluccius, di stimare il tasso di accrescimento e di 
conoscere maggiormente le dinamiche di reclutamento dei giovanili dell’alto-medio 
Adriatico, attraverso le analisi degli otoliti. 
Gli otoliti appartenenti ad esemplari di nasello cattur ti durante la campagna 
sperimentale di pesca a strascico MedITS 2012 nella GSA 17, sono stati puliti e 102 
sono stati sottoposti ad inclusione, sezionamento e levigatura per l’ottenimento di 
sezioni frontali e sagittali. L’intero campione è stato analizzato allo stereoscopio e al 
microscopio ottico con telecamera e collegato ad un PC fornito di programma di analisi 
di immagine. 
Dall’analisi di frequenza su classi di taglia e di età, dominano naselli < 200 mm di LT e 
<1 anno di età. La taglia media raggiunta dal M. merluccius alla fine del primo anno è di 
circa 199mm di LT. Le analisi allometriche tra le LT degli individui e Feret (diametro 
maggiore), MiniFeret (diametro minore), Area, Perimetro, hanno mostrato una 
proporzionalità diretta tra le lunghezze. Delle 88 sezioni di otoliti analizzati, il numero 
di incrementi letti è stato tra i 86 e i 206 anelli, con LT pari a 55 e 175 mm. L’età 
stimata varia da circa 2-3 a poco meno di 9 mesi e il tasso di crescita dai 20.99 ai 27.15 
mm di LT al mese. Infine dalla distribuzione delle date di schiusa, determinate dal 
retrocalcolo (back-calculation), è risultato che la schiusa è avvenuta tra Novembr-
Marzo.  
In conclusione, è necessario applicare una notevole protezione degli adulti, perché il 
successo della specie sembra essere legata alla protezione delle zone profonde in cui i 
grandi riproduttori risiedono. 
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1 INTRODUZIONE 
La determinazione dell’età del nasello Merluccius merluccius (inglese: European hake) 
in Mediterraneo è difficoltoso, e non può essere applicato un comune criterio di 
interpretazione per gli otoliti (Oliver et al., 1989), in quanto la soggettività aumenta con 
la complessità del pattern strutturale dell’otolite. Ma essere capaci di fornire delle 
conoscenze sul significato biologico dei patterns di crescita e lo sviluppo di un quadro 
quantitativo, è stato utile per definire una procedura oggettiva per l’interpretazione, 
permettendo la riduzione della soggettività. Nonostante le problematiche, la 
determinazione dell’età costituisce un importante strumento per la stima della crescita, e 
per la valutazione della struttura, della longevità e della mortalità di una popolazione. In 
particolare, la conoscenza dell’età e della crescita nella fase giovanile è fondamentale 
per segnalare gli effetti dei cambiamenti ambientali sulla crescita e sulla sopravvivenza, 
e può risultare utile per migliorare la conoscenza dei fattori che influenzano il 
reclutamento. Queste informazioni contribuiranno all’identificazione dei dati essenziali 
per capire i fattori che determinano il reclutamento dei giovanili di questa importante 
specie. 
 
1.1 Caratteristiche generali del mare Adriatico  
L’Adriatico è un bacino semichiuso e allungato del Mediterraneo centrale che, a causa 
della sua scarsa profondità delle acque, è descritto ome un mare continentale (Jardas et 
al., 2008). Si estende per circa 800 km da NW verso SE, la sua ampiezza varia tra 90 e 
220 km. E’ collegato con il resto del Mediterraneo attraverso il canale di Otranto, che 
riveste un ruolo fondamentale nella circolazione e scambio delle masse d’acqua (Tesic 
1968, 1969; Buljan & Zore-Armanda 1971, 1976). 
L’Adriatico è un mare poco profondo, con profondità media stimata di 252 metri (Tesic, 
1968). Gran parte dei fondali (circa il 74%) è meno pr fondo di 200 metri, l’Adriatico 
settentrionale è caratterizzato da un estesa piattaform  continentale raggiungendo una 
profondità massima di 50 metri, mentre l’Adriatico entrale raggiunge la massima 
profondità nella Fossa di Pomo (238 metri). La profondità massima di 1200 metri si 
rileva però nella parte meridionale del bacino al largo di Bari (Piccinetti et al., 2012). 
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Le coste si presentano basse, regolari e sabbiose su gran parte del versante italiano 
mentre su quello orientale si ha una costa alta, frastagliata e rocciosa. 
Gran parte del fondale marino è ricoperto principalmente da sedimenti fangosi e 
sabbiosi di diversa composizione minerale e granulometria (sabbie, limi e argille), il cui 
trasporto dipende in larga misura dalle correnti marine di tipo ciclonico. Quindi, in 
rapida successione dalla costa verso il mare aperto, troviamo sabbie che si arricchiscono 
progressivamente di frazioni pelitiche (limo e argille) via via crescenti fino a 5–6 km 
dalla costa. Da questa distanza fino a 45-50 km la componente sabbiosa scompare per 
lasciare il posto ai soli fanghi.  
L’area più estesa occupata dalle peliti si trova nella zona prospiciente al delta del Po’ e 
continua poi parallelamente alla costa, per buona parte della lunghezza dell’Adriatico. 
Superata la fascia occupata dai fanghi, sempre procedendo lungo la direttrice verso il 
versante orientale, ritroviamo ancora sedimenti pelitico-sabbiosi per una larghezza di 
diversi chilometri e quindi sabbie fino ad arrivare lla costa croata (Fig. 1) (Piccinetti et 
al., 2012; Rinaldi, 2008). 
 
Figura 1 - Distribuzione dei sedimenti dell’Adriatico. 
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1.1.1 Circolazione 
Le correnti marine dominanti tendono ad assumere una circolazione con senso 
antiorario il cui flusso in entrata risale lungo il versante orientale per poi riscendere da 
quello italiano. Vortici e diramazioni dal flusso generale, in genere, si formano 
all’altezza del medio e alto Adriatico. Le caratteristiche della corrente risalente 
orientale, differiscono profondamente, in senso fisico-chimico, da quelle della corrente 
discendente occidentale. Dallo Ionio si immettono acque con elevata salinità, povere di 
nutrienti, con bassa livelli di biomassa fitoplanctonica in sospensione e, 
conseguentemente, con elevate trasparenze. Quelle disc n enti tendono a subire un 
rilevante calo nei valori di salinità per i contributi di origine fluviali (Po’ e altri fiumi 
minori), sono in genere ricchi di sali nutritivi, con livelli di trofia medio alti 
(abbondante presenza di biomassa fitoplanctonica in sospensione) e più torbide (Fig. 2). 
Su questo modello di circolazione generale agiscono variabili stagionali dipendenti 
dalla forza e direzione dei venti dominanti e dallo stato fisico delle masse d’acqua in 
termini di temperatura, salinità e stratificazione (Rinaldi, 2008). 
  
Figura 2 - Rappresentazione batimetrica e della circolazione delle correnti dominanti in Adriatico                  
(Rinaldi, 2008). 
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1.1.2 Caratteristiche chimico-fisiche 
Le acque superficiali sono sottoposte a un evidente ciclo stagionale, grazie allo scambio 
di calore con l’atmosfera, le escursioni stagionali di temperatura superano i 10°C 
(Artegiani et al., 1997a).  
In estate, la temperatura superficiale è piuttosto uniforme nell’intero Adriatico con 
valori di circa 22-25°C in mare aperto; la temperatur  sul fondo (Fossa di Pomo) è di 
11.5°C.  
In primavera-estate, è presente un termoclino ben sviluppato che separa nettamente le 
acqua più calde dello strato superficiale dalle acque sottostanti.  
In inverno, nella regione settentrionale e lungo la costa occidentale si evidenzia un 
marcato sistema frontale, mentre nella rimanente parte, la temperatura è piuttosto 
uniforme.  
Infine, la salinità è abbastanza alta con valore medio di circa 38.3‰, inferiore alla 
salinità del Mediterraneo orientale ma superiore all’occidentale, e in generale,  
diminuisce da Sud verso Nord e dal mare aperto verso la costa (Buljan & Zore-
Armanda, 1971, 1976).  
 
1.1.3 Ecologia e risorse demersali 
Il mare Adriatico riceve, dall’apporto fluviale, una grande quantità di nutrienti che 
determinano un’elevata produzione primaria (Buljan, 1964); l’eutrofizzazione riguarda 
principalmente le coste dell’alto-medio Adriatico, influenzandone tutti i livelli della 
catena trofica e determinando un elevata produzione ittica (Piccinetti et al., 2012).  
Negli ultimi decenni sono stati documentati diversi cambiamenti nella struttura della 
comunità demersale (Vrgoc, 2000). In primo luogo, a causa dell’impatto della pesca, in 
aumento fino al 2002, c’è stata una diminuzione della biomassa nel tempo, osservata in 
particolare per le specie demersali commerciali (Vrgoc et al., 2006; Coll et al., 2009; 
Krstulovic-Sifner et al., 2009). 
L’abbondanza delle risorse (Jukic-Peladic et al., 2001; Coll et al., 2009), la 
distribuzione delle singole specie (Jukic-Peladic et al., 2001) e le fluttuazioni di 
biomassa dei livelli trofici bassi e medi (come piccoli pelagici, invertebrati e pesci 
demersali di taglia piccola e media) (Coll et al., 2009), potrebbero essere influenzati dai 
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cambiamenti temporali dei parametri ambientali e delle anomalie climatiche cosi come 
degli effetti diretti e indiretti della pesca (Jukic-Peladic et al., 2001; Coll et al., 2009). 
1.1.4 Pesca a strascico  
Le basse profondità e i fondi mobili che ricoprono gran parte dell’area, rendono 
l’Adriatico particolarmente adatto alla pesca a strascico per la cattura delle specie 
demersali (Piccinetti et al., 2012).   
La pesca demersale in Adriatico, cosi come nel Mar editerraneo, in generale, è una 
pesca multispecifica con numerose specie bersaglio.  
Lo sfruttamento della pesca si concentra su specie a clo vitale corto e sugli individui 
giovani sotto i due-tre anni di età, per cui l’abbondanza di molte specie risente più delle 
fluttuazioni del reclutamento piuttosto che variare in risposta allo sforzo di pesca 
(Bombace, 1992; Piccinetti & Piccinetti Manfrin, 1994; Arneri, 1996; Vrgoc et al., 
2004). 
Nel 1994, l’Unione Europea ha dato inizio ad una nuova ricerca sulle risorse demersali 
nell’ambito del programma MedITS. Il MedITS (Mediterranean International Trawl 
Survey) è un programma di ricerca di pesca a strascico internazionale, che si effettua sia 
sulla platea continentale che sulla scarpata, da 10 8 0 metri di profondità, ideato per 
fornire le informazioni di base sulle risorse demersali nel Mar Mediterraneo, in termini 
di distribuzione e di struttura demografica delle popolazioni. Attualmente, vi 
partecipano 11 nazioni (Relini et al., 2008). 
 
1.2 Cenni della biologia del nasello (Merluccius merluccius 
Linnaeus, 1758)  
Il nasello è uno degli stock di pesci demersali più importanti delle acque europee; può 
vivere fino a 20 anni circa, e raggiungere la taglia massima di 130 cm e un peso di 15 
kg. In accordo con Jardas (1996), la lunghezza media dello stock catturato in Adriatico 
con lo strascico è riscontrata tra i 10 e i 60 cm, omposto da individui di 0+, 1+ e 2+ 
anni di età (FAO 2010-2014). 
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1.2.1 Descrizione  
Il corpo del nasello è lungo e cilindrico; presenta una testa ampia, lunga e depressa 
dorso-ventralmente, mentre, il muso è conico; la parte superiore presenta una 
depressione delimitata da due basse creste ossee a form  di V (Tortonese, 1975). La 
bocca, ampia e prominente, presenta due/tre serie di d nti acuminati, di cui quelli della 
serie esterna sono fissi corti e appuntiti, mentre qu lli interni sono più lunghi e 
pieghevoli all'indietro (Bini, 1968). L'occhio è rotondo e non molto grande. 
Le pinne sono sprovviste di raggi spinosi. La pinna dorsale è corta e triangolare, mentre 
la seconda è lunga fino al peduncolo caudale. La pinna anale è simile, per dimensioni e 
simmetria, alla seconda dorsale. La pinna caudale è  spatola e le ventrali, in posizione 
giugulare, hanno dimensioni simili alle pettorali (Bombace & Lucchetti, 2011) (Fig. 3). 
 
Figura 3 - Merluccius merluccius. Regno: Animalia, Phylum: Chordata, Classe: Actinopterygii, Ordine: 
Gadiformes, Famiglia: Merlucciidae, Classificazione: Linnaeus 1758 (www.ec.europa.eu). 
 
1.2.2 Distribuzione 
In accordo ai dati disponibili, il nasello è distribu to in tutto l’Adriatico (Fig. 4). 
La distribuzione batimetrica è dai pochi metri, nelle aree costiere, fino agli 800 metri 
nella fossa del Adriatico meridionale (Kirinč ć & Lepetić, 1955; Županović & Jardas, 
1986; Ungaro et al., 1993; Jukić et al., 1999).  
Ci sono solo delle aree ristrette a nord del Delta del Po’ dove non sono registrate catture 
(Jukić & Arneri, 1984; Frattini & Paolini, 1995; Frattini & Casali, 1998). 
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Figura 4 - Mappa della distribuzione del nasello nell’alto-medio Adriatico (Piccinetti et al., 2012). 
 
1.2.3 Habitat 
Questa specie nectobentonica è molto abbondante in fondali fangosi, sabbiosi o fangosi-
sabbiosi tra 100 e i 200 metri, dove le catture sono principalmente composte da 
giovanili (Ghirardelli, 1959b; Županović, 1968; Jukić & Arneri, 1984; Flamigni, 1984; 
Giovanardi & Rizzoli, 1984; Bello et al., 1986; Županović & Jardas, 1989; Ungaro et 
al., 1993; Vrgoč, 2000).  
Durante il giorno, il nasello rimane sul fondo, ma nella notte si muove verticalmente 
negli strati superiore (Jardas, 1996). In aggiunta alle migrazioni circadiane, effettuano 
anche migrazioni orizzontali per la ricerca del cibo. 
 
1.2.4 Migrazioni stagionali 
Nei mesi primaverili, ci sono dei locali movimenti dei naselli giovanili, sessualmente 
immaturi, nelle acque del fondale dell’Adriatico centrale e delle isole Croate. Gli adulti 
del nasello migrano nel fondale dalle acque costiere p r la deposizione delle uova.  
Durante il periodo invernale, dopo aver deposto le uova, i pesci adulti migrano dagli 
strati profondi insieme ai giovanili (Županović & Jardas, 1989). 
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1.2.5 Riproduzione  
Nell’Adriatico, le femmine di nasello depongono le uova durante tutto l’arco dell’anno, 
ma con differenti intensità, per 4 o 5 volte nel loro ciclo vitale. I picchi di deposizione 
sono massimi nei periodi estivi e invernali, mentre il reclutamento ha due differenti 
picchi, primavera e autunno, e sono principalmente distribuiti tra i 40 e i 200 metri 
(Karlovac, 1965; Županović, 1968; Županović & Jardas, 1986, 1989; Jukić & Piccinetti, 
1981; Ungaro et al., 1993). 
Le aree di nursury sono localizzate nelle fosse di Pomo/Jakuba, tra i 150 e 200 metri, 
nella parte superiore dello slope (Županović, 1968; Jukić & Arneri, 1984; Županović & 
Jardas, 1986; 1989; Frattini & Paolini, 1995; Frattini & Casali, 1998). 
 
1.2.6 Maturità sessuale e lunghezza totale 
Gli individui maschi hanno differenti tassi di crescita rispetto alle femmine, 
raggiungendo taglie più grandi rispetto ai maschi, e crescono più lentamente dopo 
l’età di maturazione tra i 3/4 anni di vita. Consegu ntemente, la proporzione di maschi 
all’interno della popolazione è più alta nelle classi di lunghezza minore. 
Nell’alto-medio Adriatico, le femmine risultano dominanti nella popolazione, con 
lunghezze dai 30 ai 33 cm. La cattura degli individui, con le reti da strascico, al di sopra 
dei 38 cm sono per la maggior parte femmine (Vrgoč, 2000). 
 
1.2.7 Alimentazione 
Il nasello, nel primo anno di vita, si nutre principalmente di crostacei (Euphasiacea, 
Mysidacea e Amphipoda). Durante questo periodo, vivono prevalentemente nelle fosse 
di Pomo/Jakuba e nella regione della fossa dell’Adriatico meridionale. 
La loro migrazione, dalle aree di nursery (Pomo/Jakub ) verso le coste orientali 
dell’Adriatico, è legata al cambiamento dell’alimentazione, prediligendo una dieta 
composta da piccoli pelagici: sardine (Sardina pilchardus), sfratti (Sprattus sprattus), 
acciughe (Engraulis encrasicolus), e piccoli cefalopodi (Kirinčić & Lepetić, 1955, 
Karlovac, 1959; Županović, 1968; Piccinetti & Piccinetti Manfrin, 1971a; Jukić, 1972; 
Froglia 1973; Jardas, 1976; Ungaro et al., 1993; Stagioni et al., 2011). 
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1.2.8 Gestione  
In accordo con le statistiche della FAO, i dati raccolti dalle campagne MedITS dal 1996 
al 2012 suggeriscono delle fluttazioni di Merluccius merluccius in termini di indici di 
abbondanza, biomassa, frequenza e peso medio (Fig. 5) (Piccinetti et al., 2012). 
 
Figura 5 – Statistiche FAO (A) Indice di abbondanza; (B) Indice di biomassa; (C) Indice di frequenza; 
(D) Indice di peso medio (Piccinetti et al., 2012). 
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1.3 Otoliti 
1.3.1 Descrizione e funzione 
L’orecchio interno dei pesci è localizzato nella parte posteriore del cranio ed è una 
struttura complessa composta da canali, sacche e dotti, riempiti da emolinfa. 
I Teleostei hanno tre canali semi-circolari disposti or ogonalmente l’un l’altro e si 
aprono all’interno di camere estese interconnesse o acchi otici che contengono un 
tessuto sensoriale, la macula, che rileva il suono e l’accelerazione angolare (Tab. 1) 
(Panfili et al., 2002). Ognuna di queste tre sacche otiche, il sacculo, l’utricolo e la 
lagena, contiene una coppia di otoliti, rispettivamente le sagitte, i lapilli e gli asteriscii. 
In generale, gli otoliti funzionano come meccanorecettori quando vengono stimolati 
dalle chinocilia della macula (Cordier & Dalcq, 1954; Weichert & Prech, 1981; 
Hildebrand, 1988; Jobling, 1995).  
Ogni otolite è fissato sulla macula dalla membrana otolitica, all’interno della quale 
sporgono le ciglia sensoriali (Tab. 1). 
 
Descrizione 
Gli otoliti, inoltre, si differenziano per funzione, dimensione, forma e microstruttura                    
(Fig. 6 a-b) (Secor et al, 1992). 
Le differenze delle loro caratteristiche principali (taglia, specificità morfologica, 
accessibilità, composizione chimica, microstrutture, stadio ontogenico) riflettono la 
filogenesi e il differenziamento, tenendo in considerazione la variazione intraspecifica, a 
causa della genetica e delle influenze ambientali (Lombarte & Lleonart, 1993; Nolf, 
1995; Torres et al., 2000), e interspecifica determinata dal differenziamento delle forme. 
La morfometria dell’otolite è stata utile nella tassonomia (Hecht, 1979), e quindi 
nell’identificazione delle specie e negli studi delle variazioni geografiche nelle 
popolazioni (Messieh et al., 1989; Castronguay et al., 1991; Campana & Casselman, 
1993; Friedland & Reddin, 1994). Inoltre, la crescita degli otoliti è relazionata con la 
crescita del pesce e ai cambiamenti ambientali dell’habitat (Morales-Nin, 1987a). 
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Figura 6 - Localizzazione degli otoliti nell’orecchio interno dei Teleostei; a) Visione dorsale dell’app rato 
vestibolare; b) Gli otoliti all’interno del sistema del labirinto (Secor et al., 1992). 
 
In particolare, le sagitte sono gli otoliti con la più ampia variabilità morfologica e per 
questo motivo sono le più studiate dalla comunità scientifica per la stima di età (Assis, 
2005).  
In letteratura, il termine “otolite” è spesso usato per descrivere una delle tre paia, 
generalmente la sagitta, ma è importante definirlo in gni studio. 
L’otolite ha tre piani di orientamento: sagittale, frontale e trasverso (Fig. 7). Questo 
orientamento deve essere definito attentamente nella d scrizione delle preparazione di 
ogni otolite, e le referenze devono essere sempre fatte per la terminologia standardizzata 
(es. sezione trasversale, sagittale o frontale).  
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Figura 7 - Mostra dei piani di sezionamento tipici della sagitta. (A) Piano sagittale; (B) Piano trasver o; 
(C) Piano frontale (Secor et al. 1991). 
 
Forme delle sagitte 
In molti pesci epipelagici, pelagici e di profondità, la parte dorsale e ventrale degli 
otoliti è asimmetrica, il che rende la sagitta a forma di farfalla.  
Le sagitte, generalmente di forma ellittica, sono caratterizzate da una zona prossimale 
convessa ed una distale concava, con un asse di accrescimento orientato lungo la 
direzione antero-posteriore. Il lato convesso o prossimale è diviso in due aree da un 
solco profondo, il solco acustico (Tab. 1), che comunica con l’epitelio sensoriale                    
(la macula) e sul quale si inseriscono le fibre nervose provenienti dalle pareti del 
sacculo (Panfili et al., 2002). 
Il solco acustico è una delle caratteristiche più importanti delle sagitte, spesso è molto 
utile per l’identificazione delle specie.  
A
B
C
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L’otolite è comunemente diviso in due sezioni, l’ostium e la cauda, limitati da evidente 
margine orlato, la crista, frequentemente sollevata dalla superficie (o culliculum.). 
L’ostium è anteriore e generalmente raggiunge il margine anteriore della sagitta; la 
cauda è posteriore, frequentemente ottusa e con la punta curvata ventralmente, ma non 
raggiunge il margine posteriore  (Fig. 8). 
Tre strutture potrebbero essere identificate nella regione anteriore: il rostrum, 
l’antirostrum e l’excisura ostii. Il rostrum è una protuberanza nel margine anteriore; 
l’antirostrum è una prominenza più piccola rispetto al rostrum (Tab. 1). La forma di 
entrambi potrebbe essere descritta come delle punte rotondeggianti o acuminati. 
L’excisura ostii è la porzione del margine anteriore dove si apre l’ostium, localizzata tra 
il rostrum e l’antirostrum, quando entrambe sono ben differenziate.  
Nella regione posteriore dello stesso otolite potrebbero essere sviluppate un gruppo di 
strutture simili, chiamate, il postrostrum, il postan irostrum e il excisura caudalis                 
(Tab. 1) (Tuset et al., 2008). 
 
Figura 8  –  Visione della superficie della sagitta con le caratteristiche più rilevanti (Tuset et al., 2008). 
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Caratteristiche della forma di otolite del Merluccius merluccius (Fig. 9) 
Forma: lanceolata, margini dorsali e posteriori da lobati a dentati.  
Solco acustico: omosulcoide, mesiale anche se potrebbe apparire ostio-caudale, 
sopramediale, delicatamente concavo dorsalmente.  
Ostium: ellittico, ampio, più corto della cauda, si ch ude con il margine anteriore. 
Cauda: ellittica, ampia, separata dall’ostium e finndo con il margine postero-dorsale.  
Regione anteriore: da rotondo a obliquo. 
Margine posteriore: da appuntito a lanceolato (Tuset et al., 2008).  
 
Figura 9 – Otoliti di Merluccius merluccius. Lunghezza totale: D1= 154 mm (NEA); D2= 530 mm (WM); 
D3= 988 mm (CEA). Scala= 1 mm (Tuset et al., 2008). 
 
Gli otoliti sono formati, extracellularmente, dalla cristallizzazione di aragonite 
(carbonato di calcio) su una matrice organica composta da proteine cheratiniche, ricca 
in residui di aspartato e glutammato (Degens et al., 1969; Watabe et al., 1982; Morales-
Nin, 1987a), crescono o si  accrescono dall’addizione di strati concentrici di proteine e 
carbonato di calcio, risultando una struttura simile ad una cipolla. 
Funzioni 
I labirinti dei pesci sono coinvolti nel mantenimento dell’equilibrio e sono costituiti da 
cellule nervose sensibili alla pressione, alla gravità, ai movimenti angolari e alle 
vibrazione del suono (Grassè, 1958; Lowenstein, 1971; Blacker, 1974). 
Gli otoliti svolgono due fondamentali funzioni:  
1. Percezione dei suoni (funzione acustica); 
2. Percezione dell’accelerazione angolare e di gravità (funzione di equilibrio).                         
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Queste due funzioni, morfologicamente, corrispondono a due differenti parti 
dell’orecchio interno dei pesci Teleostei. La parte superiore dell’orecchio interno, 
formato da utricolo e dal canale semicircolare, controlla principalmente la funzione di 
equilibrio, la parte inferiore costituito dal sacculo e dalla lagena, è specializzata nella 
ricezione del suono (Panfili et al., 2002).  
Gli otoliti sono coinvolti nella meccanorecezione, sono dei trasduttori elettromeccanici 
di suono e di dislocamento, in grado di convertire le forze in impulsi elettici attraverso il 
movimento delle chinocilia (Popper & Hoxter, 1981). 
Il relativo movimento tra l’epitelio sensoriale e l’otolite piega il gruppo ciliare e stimola 
i nervi craniali. Inoltre, gli otoliti aggiungono volume nello strato gelatinoso dei tre 
sacchi otici, incrementando la loro sensibilità alla gravitazione e altre forze di 
accelerazione lineare (Ross & Pote, 1984). 
 
1.3.2 Incrementi periodici 
Le variazioni delle proporzioni di calcio e di proteine che costituiscono l’otolite, 
causano la formazione di anelli, di incrementi o in generale di patterns di crescita di 
varie periodicità (da giornaliera a stagionale) (Dannavig, 1956; Morales-Nin, B., 
1987a). 
Gli otoliti mostrano un range di strutture incrementali che spesso sono formati da anelli 
giornalieri, nella parte più interna, fino agli accrescimenti annuali. La stima dell’età dei 
pesci dipende dalla visibilità dei cambiamenti nella crescita degli otoliti.  
I patterns di crescita di maggiore interesse sono: 
- Incrementi primari o giornalieri, permettono la risoluzione dei giorni;  
- Zone stagionali, risoluzione dei mesi o della cres ita stagionale; 
- Incrementi annuali, risoluzione degli anni; 
- Discontinuità delle ultra-strutture, corrispondenti a vari tipi di stress non 
necessariamente presenti durante la vita dell’indivduo (Panfili et al., 2002). 
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1.3.2.1 Incrementi primari 
Gli incrementi primari sono formati da deposizioni successive di minerale e di matrice, 
attorno al core (Watabe et al, 1982; Morales-Nin, 1987a; Mugiya, 1987; Zhang & 
Runham, 1992a). 
Diversi nomi sono stati attribuiti a questi incrementi primari. In una review, sono stati 
proposti i termini L-and-D-zones (Kalish et al., 1995), rispettivamente per gli strati di 
minerale e di matrice, e riferiti al loro aspetto bipartito (chiaro e scuro) osservato sotto 
luce trasmessa. Inoltre, la differenza nella composizi ne chimica può donare un aspetto 
differente al SEM (microscopio a scansione elettronica) dopo l’etching acido. La zona L 
ricca in carbonato di calcio appare come solchi, mentre la zona D ricca in proteine e 
povera di calcio appare come in rilievo. 
Pannella (1971; 1974), il primo a scoprire gli incrementi primari negli otoliti, ha 
suggerito l’ipotesi che si trattassero di depositi g ornalieri. L’ampia letteratura sugli 
incrementi giornalieri ha guidato i ricercatori nel dedurre che gli incrementi giornalieri 
potrebbero essere formati giornalmente dopo un po’ di tempo dopo la schiusa. 
Comunque, un’assunzione così non è valida per numerose agioni, e infatti, gli 
incrementi giornalieri degli otoliti potrebbero non essere giornalieri o facilmente 
distinguibili in tutte le specie (Geffen, 1982; McGurk, 1984; Al-Hossaini & Pitcher, 
1988; Morales-Nin, 1992). La comparazione tra gli operatori ha mostrato che le 
strutture degli otoliti sono spesso interpretate differentemente da differenti lettori 
(Campana & Moksness, 1991).  
La deposizione giornaliera degli incrementi, generalmente, sembra cessare nello stadio 
adulto (Pannella, 1971; 1980). In alcuni casi, questa apparente cessazione potrebbe 
essere relazionata alla formazione di un vero restringimento degli incrementi di crescita 
sotto la risoluzione limite del microscopio ottico (Morales-Nin, 1988; Morales-Nin & 
Ralston, 1990). 
Gli incrementi primari sono solo visibili ad alto ingradimento (microscopio ottico o 
elettronico). Variano in taglia dal 1 a 12 µm (Pannella, 1974). La larghezza della zona 
D- è sempre inferiore a 1 µm (circa dai 200 a 500 nm) rispetto alla larghezza della zona 
L- che è molto variabile (dai 0.4 ai 10 µm).  
Infine, a causa della crescita non uniforme degli otoliti, la larghezza degli incrementi 
dipenderà dall’asse, il quale sarà misurato nella szione.  
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Primordium 
L’otolite sviluppa i primordia, strutture parzialment  calcificate esocitati dalle cellule 
epiteliali dell’orecchio interno (Mann et al., 1983). Questi, definiti anche core (Tab.1) 
sono dei granuli primordiali, di forma circolare allungata, e il loro numero dipende dalla 
specie.  
In molti casi, i primordia si fondono a formare un ico core dell’otolite. 
Nelle sagitte, i granuli potrebbero essere composti dalla vaterite, mentre il resto del 
primordium è tipicamente aragonite. 
Primo anello 
Gli otoliti, sviluppano il primo anello di accrescimento nella parte finale dello stadio di 
uovo. Questo primo incremento (Tab. 1) potrebbe non avere alcune basi fisiologiche in 
tutte le specie, ma comunque, le procedure di conteggio sono facilitate, in quanto è utile 
come punto di riferimento (Neilson & Geen, 1982). 
In alcune specie, sono stati osservati gli incrementi, formati prima della schiusa, ma non 
è ancora stato dimostrato in maniera conclusiva se questi incrementi sono delle vere 
strutture o solamente degli artefatti ottici. L’opacità degli incrementi pre-schiusa è 
differente rispetto i primi incrementi post-schiusa. Queste strutture sono molto visibili 
nelle larve che presentano otoliti molto piccoli.  
In diverse specie, il primo incremento potrebbe essere formato del giorno della schiusa, 
e quindi può essere definito come hatch-ring.  
Centri di crescita accessoria 
Durante la fase larvale, molti otoliti continuano ad ccrescersi intorno al primordium. 
Negli otoliti di molte specie, oltre ai piani di crescita, si formano degli stadi di sviluppo 
tardivi che danno origine a nuove serie di incrementi, definiti come centri di crescita 
accessoria. 
La formazione dei centri di crescita accessoria potrebbe essere collegata alla 
combinazione di fisiologia, habitat e comportamento.  
Queste strutture sono state ritrovate in molte specie che subiscono un marcato 
cambiamento di habitat durante il passaggio da stadio l rvale a quello giovanile. 
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1.3.2.2 Incrementi stagionali e annuali 
Gli incrementi stagionali sono anche definiti zone stagionali, o seasonal-checks (Tab.1), 
e spesso sono distinguibili sugli otoliti. Queste zone possono essere visibili sia in otoliti 
interi (non trattati) e/o dopo essere sottoposti a un  determinata preparazione.  
In aggiunta al loro aspetto macroscopico, le due zone stagionali differiscono in 
larghezza, spessore, taglia dei cristalli di aragonite (Morales-Nin, 1987a), in frequenza 
delle discontinuità di crescita (Mugiya et al., 1985), al rapporto tra carbonato di calcio e 
strati organici (Casselman, 1974; 1982; 1987; Mugiya, 1984), e ai rapporti elementari 
(Casselman, 1982; 1983; Kalish, 1989; 1991a), rispetto gli incrementi primari. E’ la 
combinazione di questi fattori che conduce alla differenza in densità ottica delle due 
zone. 
Le zone stagionali possono raggiungere la larghezza di poche centinaia di micron e 
quindi, possono essere visibili ad occhio nudo o basso ingrandimento. 
Discontinuità strutturali 
Le strutture di discontinuità sono degli intervalli a l’interno dell’irraggiamento degli 
incrementi primari (Tab. 1) (Pannella, 1980; Campana & Neilson, 1985; Gauldie, 1987; 
Morales-Nin, 1987a; Gauldie & Nelson, 1988).  
Sono tipiche in tutte le specie e sono probabilmente i dotte da disturbi o stress che 
affliggono gli individui nel loro biotopo. 
Queste potrebbero interrompere la successione degliincrementi stagionali o giornalieri 
in maniera ciclica o aciclica, e possono essere distinguibili sotto alto, o alcune volte a 
basso ingrandimento, comunemente dopo opportuna prep razione.  
Le discontinuità riguardano i pattern di crescita o la direzione di crescita, e 
generalmente appaiono, dopo l’etching acido, come delle scanalature nella superficie 
dell’otolite in quanto ricche di materia organica (Morales-Nin, 1986b). 
Molti studi hanno dimostrato la relazione tra la formazione delle discontinuità e gli 
eventi di sviluppo di molte specie, come il cambiamento dalla vita pelagica a quella 
demersale (settlement), oppure in relazione ai cambiamenti ambientali, in quanto molto 
sensibili alla temperatura e alle sue fluttuazioni (Pannella, 1980). In altri casi, 
rappresenta un interruzione di crescita non conosciuta, e l’interpretazione nella stima di 
età giornaliera potrebbe essere ambigua (Campana & Neilson, 1985).  
Quando la durata della formazione della discontinuità è nota, per esempio con un anello 
di stress invernale, le strutture possono essere utili per la stima dell’età annuale. 
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Zone di crescita secondarie 
In diverse specie, la stima degli incrementi annuali è reso difficoltoso dalla presenza di 
zone “secondarie”, termine applicato ad una serie di zone non-stagionali di differente 
opacità e spessore. Due rilevanti tipologie di zone secondarie sono i falsi anelli e gli 
anelli frazionati. 
I falsi anelli appaiano come zone translucenti all’interno di una zona opaca e sono 
particolarmente comuni nel primo anno di età, e in molti casi è facile confonderli con il 
primo incremento annuale. 
Gli anelli frazionati, invece, appaino come strutture doppie, quasi come se fossero 
composti da due inusuali bande sottili translucenti separate da una vera banda opaca.  
I problemi nella distinzione tra le zonazioni secondarie e le stagionali è una delle 
maggiori cause di errori nella lettura dell’età. Non ci sono dei criteri oggettivi per 
l’identificazione delle strutture secondarie, nonostante estese reviews.  
Le cause di queste strutture secondarie sono poco conos iute, sebbene numerosi fattori, 
che includono la temperatura, il consumo di cibo e gli stadi di sviluppo, sono implicati 
in queste formazioni (Panfili et al., 2002). 
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Tabella 1. Glossario di nomenclatura e dei termini icrostrutturali degli otoliti 
Zone di 
accrescimento 
Zone costituite da incrementi giornalieri formati principalmente da carbonato di 
calcio aragonitico come dimostrato da Dunkerlmerger et al., (1980), Watabe et al., 
(1982), e Mugiya (1987). L’esaminazione ultrastrutturale ha mostrato in questa 
zona dei cristalli allungati perpendicolari al perimetro dell’otolite. 
Antirostrum Come un pollice a protezione della sagitta. E’ localizz to dorsalmente al rostro. 
Core 
Area calcificata esistente all’interno dei primi incrementi  (prima zona di 
discontinuità) depositati. Termini relazionati come “nucleo” e “kernal” sono 
ambigui e non comunemente usati  negli studi di microstrutture (Wilson et al., 
1987). 
Zone di 
discontinuità 
Zone costituite da incrementi giornalieri formati principalmente da carbonato di 
calcio aragonitico come dimostrato da Dunkerlmerger et al., (1980), Warabe et al., 
(1982), e Mugiya (1987). Zone preferibilmente disciolte quando acidi deboli (es. 
basse concentrazioni di HCl o EDTA) sono applicati a formare dei solchi, 
osservabili con il SEM. 
Asse di crescita 
Asse interno lungo l’otolite che cresce proporzionalmente al rapido rapporto di 
deposizione (Pannella, 1980a). Asse interno alle microstrutture dove le larghezze 
degli incrementi sono più grandi. Gli otoliti possono avere più di un asse di 
crescita, in ogni caso sono riferiti come maggiore o minore. 
Incremento 
Anello concentrico bipartito compreso  zone di accres imento di carbonato di 
calcio e zone di discontinuità organica.  
Larghezza 
incrementale 
Misura lineare dell’incremento, compreso tra una zona di accrescimento e una 
zona di discontinuità. Spesso misurati lungo l’asse di crescita maggiore. 
Macula 
Epitelio sensoriale costituito da cellule ciliari sen oriali e cellule di supporto. Lo 
spostamento delle ciglia della macula agisce come meccanorecettore dell’udito. 
Nel vestibolo sacculare è localizzato lungo il solco della sagitta. 
Membrana 
otolitica 
Membrana non cellulare che aderisce all’otolite. 
Primordia 
Sito di iniziale deposizione di matrice organica e carbonato di calcio. Tipicamente 
posizionato nel core, il primordia potrebbe fondersi o rimanere separato, formando 
molteplici core. 
Postrostrum 
Porzione posteriore dell’otolite. Può anche essere riferito all’intero margine 
posteriore della sagitta. 
Rostrum Porzione anteriore dell’otolite. 
Solco Solco scolpito lungo la superfice distale della sagitt . 
Vestibolo 
Sacca strutturale in cui è contenuto l’otolite. Costituito da tessuto epiteliale. Il 
vestibolo lagenario contiene i lapilli, il vestibolo sacculare le sagitte, e il vestibolo 
utricolare contiene l’asteriscii. 
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1.3.3 Regolazione dei depositi incrementali 
Le influenze esogene sugli incrementi periodici primari 
Parecchi studi hanno esaminato le relazioni tra la formazione degli incrementi e i fattori 
ambientali. Pannella (1980) ha suggerito che, in alcune specie, gli incrementi periodici 
potrebbero essere relazionati al numero di picchi massimi durante l’attività di 
alimentazione.  
Brothers (1981) ha indicato come la crescita sia sensibile alle fluttuazioni delle 
temperature e come l’induzione termica marca gli otoliti e riduce la crescita a 
improvvise e drastiche variazioni di temperature (Volk et al., 1994). 
La regolazione esogena degli incrementi periodici annuali 
Al momento, la regolazione degli incrementi formati nnualmente negli otoliti non è 
ben conosciuta, sebbene sia assodato che le zone stagionali sono relazionate alla 
stagionalità della crescita somatica e dei fattori ambientali. Le variazioni stagionali sono 
relazionate ai cambiamenti fisiologici nei pesci come, ad esempio, l’inizio dell’attività 
riproduttiva o dell’accelerazione della crescita somatica, che occorrono in primavera.  
La formazione delle zone in relazione all’attività riproduttiva è molto controversia, ed è 
difficoltoso immaginare come potrebbe direttamente influenzare la composizione 
dell’otolite, in quanto le femmine durante la fase pr -riproduttiva presentano elevate 
concentrazioni di calcio nel plasma (Kalish, 1991a). 
 
1.3.4 Validazione del rapporto di deposizione incrementale dell’otolite 
Wilson et al. (1983) definisce la validazione come “la conferma del significato 
temporale degli incrementi”. È usata per definire l’accuratezza della stima di età. La 
validazione della deposizione degli anelli giornalieri può essere verificata con o senza il 
conteggio degli incrementi, invece, la somma potrebbe essere verificata senza la 
validazione del loro rapporto di formazione. Esistono quattro diversi tipologie di 
validazione del deposito di crescita incrementale dell’otolite, ognuno con appropriati 
requisiti e tecniche validative: 
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1. Rapporto di deposito, ad esempio, come la struttura dell’anello può essere usata 
per documentare la cronologia giornaliera e/o annuale, e quanto bene le 
informazioni applicate agli individui oltre al livello di popolazione; 
2. Tempo di formazione dell’incremento iniziale, ad esempio, a quale età una larva 
inizia la deposizione continua e quanto bene la stessa è relazionata, 
all’incubazione, alla schiusa, e all’alimentazione; 
3. Relazione della crescita somatica dell’otolite per ret ocalcolo (back-calculation); 
4. Meccanismi fisiologici di deposizione, ad esempio, i processi fisiologici e 
biochimici della formazione degli incrementi e degli effetti dei cambiamenti 
ambientali su essi. 
In diverse specie, è spesso possibile validare gli incrementi giornalieri dalla schiusa o 
dalla prima alimentazione, in altre invece, non è possibile validarlo in maniera 
conclusiva, spesso il fallimento è attribuibile alla scarsa preparazione e all’affidamento 
del microscopio ottico (Campana & Neilson, 1985; Karakiri et al., 1991). Comunque, i 
ritmi giornalieri risultati nella formazione dei continui incrementi potrebbero non essere 
sviluppati prima della fine dalla fase larvale (Geffen, 1982; Rè et al., 1985; Mosegaard 
et al., 1988; Maillet & Checkley, 1990). 
Idealmente, la validazione dovrebbe implicare il monitoraggio della popolazione 
marcata e degli individui marcati dalla schiusa attraverso la metamorfosi (o qualunque 
punto d’arrivo che sarà studiato in campo); in questo modo, l’informazione sia della 
popolazione che degli individui sarebbe ottenuta simultaneamente. Il pesce dovrebbe 
essere allevato sotto condizioni che contribuiscono ad una buona crescita, attività di 
alimentazione, e comportamento nuotatorio (includendo le migrazioni verticali). 
In generale, i metodi preferiti per gli studi di valid zione sono quelli che mantengono il 
pesce in natura o sotto condizioni controllate di laboratorio, ma che forniscono buona 
crescita e comportamento naturale (es. mesocosmo), evitandone gli effetti della 
cattività. Le condizioni di laboratorio, spesso, influenzano la crescita larvale, dei 
giovanili e del pesce adulto, e le differenze sono state osservate dalla natura ottica degli 
incrementi dell’otolite prodotti dalle larve allevate nel laboratorio da quelle catturate in 
natura (Campana & Neilson, 1985; Rice et al., 1985; Hovenkamp, 1990). Per queste 
ragioni, le deviazione dai tassi giornalieri della deposizione incrementale sono 
attribuibili ad artefatti di laboratorio (Collins et al., 1989). 
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Probabilmente, per la validazione degli studi, l’ambiente ottimale potrebbe essere 
all’interno di grandi gabbie esterne, dove fotoperiodo e temperatura riflettono le 
condizioni naturali. Dall’altra parte, i cicli di deposizioni incrementali osservati sotto 
condizioni manipolate di luce, temperatura, alimentazione, etc. mostrano sensibilità 
nella crescita dell’otolite. 
I metodi di validazione possono essere organizzati in accordo al tipo di studio che si 
vuole implementare. 
 
1.3.4.1 Rapporto di deposizione 
Possono essere usate diverse tecniche per validare il apporto di deposizione 
incrementale, ed è un prerequisito per gli studi di analisi degli otoliti di ogni specie, e 
talvolta è necessario per stock con differenti aree di riproduzione o località geografiche. 
Le tecniche di validazione includono il monitoraggio dell’età delle larve, la marcatura 
degli otoliti, le inferenze statistiche, le inferenz  da pesci più adulti, e le analisi degli 
incrementi marginali (Panfili et al., 2002). 
Marcatura degli otoliti 
L’unico metodo diretto disponibile per la validazione del rapporto di deposito di un 
individuo è dato dal conteggio degli anelli definiti da otoliti sottoposti alla marcatura 
all’inizio del periodo sperimentale, e ad intervalli successivi.  I dati generati da questo 
metodo includono, per ogni individuo, il numero degli anelli depositati tra date 
conosciute. La marcatura degli otoliti è probabilmente il miglior metodo per la 
validazione nelle specie in cui non è possibile l’allevamento in laboratorio. Comunque, 
lo sforzo richiesto per la cattura, la marcatura e l ricattura di un numero sufficiente di 
individui potrebbe essere davvero troppo costoso in termini di tempo e costi. 
 
1. Marcatura con componenti chimiche 
Un grande numero di embrioni, larve, giovanili e adulti possono essere marcati in 
sicurezza, in modo da garantire sia la sopravvivenza, ma anche l’incorporazione e il 
mantenimento della marcatura stessa. 
Il miglior metodo per la validazione del rapporto di deposizione degli incrementi sia 
nelle larve che nei giovanili di età non conosciuta, è ttraverso le iniezioni o immersioni 
con tetraciclina o altri fluorescenti. Dopo marcatur , i pesci dovrebbero essere 
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campionati periodicamente per determinare il numero di depositi incrementali dalla data 
di inizio.  
Tre sono i composti raccomandati per la marcatura con omponenti chimiche: gli 
antibiotici tetracicline (includono le tetracicline (TC) e l’oxitetracicline (OTC)), la 
calceina verde fluorescente, e i complessi alizarinici. Sono tutti composti fluorescenti in 
grado di essere incorporati all’interno della struttura dell’otolite, in un solo giorno di 
contatto, e saranno visibili usando la luce ultravioletta (UV). 
 
2. Marcatura da stress 
La crescita dell’otolite può essere manipolata da fattori esterni per produrre marcature 
permanenti e identificabili (Boehlert & Yoklavich 1985, Volk et al., 1984). La 
fluttuazione di temperatura, per larve ed embrioni, è la tecnica con più alto successo 
(Brothers, 1985). 
 
Inferenza statistica 
La validazione della formazione degli incrementi giornalieri potrebbe essere difficoltosa 
in alcune specie. I requisiti indiretti dell’inferenza statistica includono: 
1) Dovrebbero essere esaminati un grande numero di larve; 
2) Le larve dovrebbero provenire da popolazioni o siti d  deposizione diversi e 
dovrebbero essere tutti soggetti alle stesse fluttuazione o eventi, e non devono 
esserci migrazioni di età o taglia-dipendenti all’interno o fuori dell’area di studio 
durante il periodo in questione; 
3) Dovrebbe essere evitata l’estrapolazione dei risultati di un unico anno o per una 
singola popolazione. 
 
 Regressioni delle lunghezze di cattura sulla somma degli incrementi 
La relazione tra lunghezza e numero di anelli è qualche volta usato direttamente come 
una curva di crescita della popolazione. Sebbene, estremamente limitata come tecnica di 
validazione, questo metodo, se applicato in maniera co retta, è spesso usato per dedurre 
la deposizione degli incrementi giornalieri (Cowan, 1988; Ntiba & Jaccarini, 1988; De 
Vries et al., 1990). 
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 Conteggio a ritroso da eventi specifici (Back-calculation) 
Le marcature rilevanti sugli otoliti sono relazionati gli eventi specifici di sviluppo o 
fenomeni ambientali. Il numero degli incrementi tra tempo di cattura e di marcatura, o 
tra la regione del core e un hatch-check o settlement-check, con un evento di data 
conosciuta, sono usati per la stima di età delle larve.  
Il conteggio a ritroso può fornire un supporto alla validazione degli esperimenti.  
Inferenza da pesci più adulti 
È possibile utilizzare tecniche migliorate per la preparazione dell’otolite, per esaminare 
l’area del core dei pesci catturati come adulti (Secor et al., 1991). 
La somma degli incrementi primari tra i vari annuli dovrebbe essere controllato al SEM 
(microscopio elettronico a scansione) (Morales-Nin, 1988).  
Gli incrementi primari nei pesci più adulti sono spe so sottili e l’analisi al microscopio 
ottico può condurre a degli errori di conteggio, e ad una scarsa validazione. 
In generale, questa tecnica non è una sostituzione per la diretta validazione su pesci 
giovani, specialmente dove gli operatori sono interessati nella determinazione di età 
delle larve per gli studi sul reclutamento. 
 
1.3.4.2 Analisi dell’incremento marginale 
L’analisi dell’incremento marginale è una tecnica diffusa usata per determinare i tempi 
della formazione dell’incremento annuale nei pesci adulti (Wenner et al., 1986; Maceina 
et al., 1987), ma nonostante l’analisi effettuata con il SEM non si ha sempre una 
definitiva conclusione (Withell & Wankowski, 1987). 
Considerate le difficoltà nel discernere gli incrementi vicino al margine degli otoliti, 
questa tecnica potrebbe non essere presa in considerazione a meno che la crescita 
dell’otolite sia rapida e le larghezze degli incrementi siano ampie. 
 
1.3.4.3 Tempi della formazione dell’incremento iniziale 
Diversi metodi possono essere usati per validare il t mpo necessario alla deposizione 
del primo anello in relazione agli eventi di schiusa o prima alimentazione. 
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Presenza degli anelli embrionici 
Gli anelli formati prima della schiusa o della prima alimentazione potrebbero essere 
differenti da quelli definiti come incrementi primari.  
In alcune specie, gli anelli embrionici sono assenti o oscurati dalla schiusa, in altre sono 
chiari e distinguibili, ma è fondamentale poter identificare questi anelli come pre-
schiusa (Geffen, 1983; Dabrowski & Tsukamoto, 1986; Bailey & Stehr, 1988; Karakiri 
et al., 1991).  
 
1.3.5 Tecniche di preparazione 
Molti otoliti, con diametro minimo di 300-400 µm, hanno bisogno di alcune tecniche di 
preparazione, al fine di esporre il core e gli incrementi (Tabella 1 per le definizioni dei 
termini microstrutturali). 
Le fasi di estrazione, pulizia e conservazione sono importanti per il successo delle 
analisi di stima di età, microchimica, etc. (Panfili, 2002). 
 
1.3.5.1 Metodi di estrazione 
L’estrazione degli otoliti è relativamente semplice p r pesci grandi, dipendente dalla 
morfologia, dalla capsula uditoria, e dalla taglia del pesce, ma è più difficoltoso per 
larve o individui giovanili. Ovviamente la conoscenza a priori dell’anatomia craniale e 
vestibolare delle specie faciliterà l’estrazione (Scor et al., 1992). 
Estrazione da pesci grandi 
Gli otoliti possono essere estratti senza il bisogno di stereoscopio, in quanto superiori a 
300 µm di lunghezza. Esistono 4 principali tecniche di strazione: 
1. Sezione frontale della testa: è universale e può esser  usata per alcune categorie 
di pesci. La sezione deve essere effettuata attentam te per evitare di 
danneggiare gli otoliti. Usata per specie compresse lateralmente e pesci piatti; 
2. Sezione trasversa della testa: principalmente adottta per pesci di dimensione più 
grandi (es. tonni, pesce spada e anguilliformi); 
3. Sezione sagittale della testa: questo metodo è tipicamente usato per specie con 
cranio grande, è semplice l’estrazione delle tre paia di otoliti; 
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4. Sezione ventrale del cranio, attraverso le branchie: è adatto per conservare 
l’aspetto iniziale della testa dopo l’estrazione dell’otolite (es. specie 
commerciali); 
Estrazione da pesci piccoli 
L’estrazione degli otoliti da pesci di dimensioni ridotte, può essere semplice perfino 
nelle larve più piccole, basta usare un microscopio ottico per il dissezionamento. Si 
utilizza per tutte le specie di dimensione inferiore a 2 cm (giovanile e larve) e con otoliti 
di lunghezza inferiori a 300 µm. L’estrazione deve ssere fatta in immersione di etanolo 
al 95% (altri operatori usano anche acqua, glicerina o xilene), in grado di prevenire 
l’erosione delle strutture dell’otolite.  
Secor et al., (1992) descrive altri due metodi per l’ strazione: sbiancamento ed 
inglobamento, ma sono tecniche più difficili da mettere in pratica e il loro successo non 
è scontato: 
I. Sbiancamento: immersione del materiale nell’ipoclorito di sodio, l’estrazione 
avviene dopo la lisi dei tessuti; 
II.  Inglobamento: esige il pesce completamente disidratato e in seguito viene 
incluso in resina sintetica. 
1.3.5.2 Pulizia e conservazione 
La pulizia degli otoliti è eseguita per migliorare la visibilità degli annuli sulla 
superficiale distale degli otoliti. Consiste nella rimozione di alcuni tessuti maculari e/o 
vestibolari rimasi adesi, dopo l’estrazione, che potrebbero interferire con l’osservazione 
o con la buona riuscita dell’inclusione nel material  sintetico. 
La via più semplice è quella di pulire gli otoliti immediatamente dopo la loro estrazione. 
La pulizia meccanica degli otoliti è fatta togliendo i tessuti con strumenti fini come 
pinzette ed aghi immersi in un liquido, ad esempio alc ol o acqua (Secor et al., 1992). 
Gli otoliti possono essere semplicemente puliti con arta assorbente, oppure tramite 
l’immersione in un sbiancante diluito (da 10 a 100% di ipoclorito di sodio) per un lasso 
di tempo (da pochi minuti fino ad alcune ore).  
Il miglior metodo di conservazione degli otoliti è mantenerli completamente essiccati 
oppure riposti nelle eppendolf (Williams & Bedford, 1974). 
Inoltre, per poter essere mantenuti integri nel tempo hanno bisogno, preferibilmente, di 
un luogo fresco e buio. 
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1.3.5.3 Montaggio 
Il termine montaggio fa riferimento alla procedura di fissare l’otolite sul vetrino con del 
materiale sintetico adatto. I materiali di montaggio, possono servire per due propositi:  
I. Per l’adesione tra otolite e vetrino; 
II.  Per migliorare la risoluzione delle caratteristiche microstrutturali. 
Materiale di fissaggio 
Gli otoliti possono essere montati con diversi materi li di fissaggio: Permount, balsamo 
Canada, Euparal, Spurr, Epon; LR White, resina epossidica, colla cianacrilica, colla 
termoplastica (CrystalBond); dove ognuno di esso ha determinati vantaggi e svantaggi, 
derivanti della loro viscosità e dai tassi di indurimento (Tab. 2). 
Il Balsamo Canada, l’Euparal, lo Spurr, l’Epon e resina epossidica hanno bisogno di 
alcune ore per l’indurimento, mentre il LR White, la colla cianacrilica, la colla 
termoplastica (CrystalBond) induriscono in pochi minut . 
Il Balsamo Canada, la resina epossidica e la colla termoplastica (CrystalBond) sono 
materiali molto viscosi, e potrebbero formare delle bolle durante il mescolamento, che 
possono essere ridotte riscaldandoli tra 40-60°C. 
I materiali viscosi, inoltre, tendono a formare una cupola sopra l’otolite che potrebbe 
limitare la distanza del piano focale, interferendo con l’osservazione al microscopio. 
I materiali poco viscosi come Spurr, Epon e colla cianacrilica tendono ad espandersi da 
una parte all’altra del vetrino causando l’esposizine di una porzione di otolite, che 
potrebbe rivelarsi inadatto alla levigatura o causandone la perdita.  
La resina epossidica e il balsamo Canada possono formare una superficie translucente 
che oscura le microstrutture dell’otolite (Panfili et al. 2002). 
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Tabella 2. Materiali di fissaggio più utilizzati (da Mosegaard et al., 1998). 
Materiale Utilità Vantaggi Svantaggi 
Resina 
poliestera (PR) 
Alta qualità, fissaggio 
permanente; 
Inclusione e superficie 
levigabile 
Scopi molteplici; 
Buona trasparenza; 
Buona levigatura/ 
lucidatura. 
 
Irreversibile; 
Variabilità qualitativa 
Indurimento lento (12-
24h); 
Tossico; 
Richiesto catalizzatore 
Bassa concetrazione 
Resina 
epossidica 
Alta qualità, fissaggio 
permanente; 
Inclusione e superficie 
levigabile. 
Il più duro dopo il PR; 
Buona trasparenza; 
Bassa contaminazione 
chimica; 
Minima concetrazione; 
Ampio range applicativo 
Irreversibile; 
Richiesto catalizzatore 
Tossico; 
Costoso; 
Moderato/lento setting. 
Termoplastica 
(CrystalBond) 
Alta qualità, fissaggio 
permanente; 
Inclusione e superficie 
levigabile. 
Setting veloce (minuti); 
Facilmente rimovibile; 
Non tossico; 
Buona trasparenza;  
Buona levigatura/ 
lucidatura. 
 
Punto di fusione alto 
(70-160°C); 
Sviluppo di bolle; 
Bassa concetrazione; 
Alto contenuto di Si. 
Super Glue® 
(cianoacetato) 
Setting veloce; 
Alta forza di fissaggio; 
Superficie levigabile. 
Facile da usare; 
No calore o agenti 
chimici indurenti. 
Alto contenuto S e Pb; 
Può staccarsi dal 
vetrino 
UV dental glue 
Setting veloce; 
Alta forza di fissaggio; 
Superficie levigabile. 
No calore o agenti 
chimici indurenti; 
Non tossico. 
Molto caro; 
Trasparenza ottica non 
conosciuta 
Cera 
Veloce fissaggio 
temporaneo; 
Solo inclusione. 
Veloce; 
Economico; 
Facile da rimuovere. 
Morbido; 
Povero di proprietà 
ottiche; 
Non permanente. 
Nail varnish 
Veloce fissaggio 
temporaneo; 
Superficie levigabile. 
Economico; 
Facilmente rimovibile 
Morbido; 
Disciolto in olii, 
Eukitt® 
Buona qualità di 
materiale  
Solo inclusione 
Facile da usare; 
No indurenti; 
Facilmente rimovibile; 
Buona trasparenza. 
Setting lento; 
Rimane morbido; 
Instabile col tempo; 
Può staccarsi dal 
vetrino. 
 
1.3.5.4 Inclusione 
Gli otoliti sono inclusi all’interno di stampi prima delle fasi di sezionamento, levigatura 
e/o lucidatura. L’orientamento all’interno del blocc  plastico dipenderà dal piano di 
sezionamento desiderato. I materiali di inclusione sono delle resine epossidiche o 
poliestere, ad alta trasparenza, con viscosità e tempi di polimerizzazione che variano dai 
pochi minuti a poche ore. Dopo la polimerizzazione della resina non è più possibile 
rimuovere l’otolite integro dallo stampo. 
L’inclusione, risulta essere anche un metodo di conservazione a lungo-termine per 
ripetere le osservazione in tempi futuri (Panfili et al., 2002). 
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1.3.5.5 Sezionamento 
Il sezionamento degli otoliti è il primo passo delle numerose tecniche di preparazione.  
Gli scopi sono quelli di rimuovere la resina in eccsso, evidenziando le microstrutture 
(Tab. 1), e di ottenere una superficie piatta parallela al piano di sezione desiderato (es. 
sagittale, frontale, o trasverso) (Panfili et al., 2002). 
Infatti, le sagitte sono spesse ed opache, e per oss vare in chiaro tutti i microincrementi 
devono essere sottoposte a taglio, tramite specifica macchina da taglio per un’affidabile 
lettura. Non c’è solo una tecnica di taglio degli otoliti, e le procedure e i materiali usati 
dipendono dalla natura delle applicazioni (Mosegaard et al., 1998). 
 
1.3.5.6 Levigatura e lucidatura 
La parte più impegnativa e tediosa della preparazione è la levigatura. Gli otoliti possono 
essere direttamente levigati, o levigati dopo l’incusione e il sezionamento.  
Sia il sezionamento che la levigatura degli otoliti sono effettuati per: 
- Migliorare la leggibilità di tutte le microstrutture; 
- Raggiungere il piano contenente il core; 
- Distinguere gli anelli non visibili su otoliti interi; 
- Come precursore di altre tecniche di preparazione (es. etching, burning, 
staining, SEM). 
Il processo di levigatura richiede un controllo atten o del piano dell’otolite (trasverso, 
sagittale o frontale). 
In base all’esigenze o alle preferenze individuali, gli otoliti possono essere levigati su 
pietre leviganti, carte abrasive ad acqua, panni lucidanti, o altri vari abrasivi. Le carte 
abrasive ad acqua più utilizzate presentano una granulometria compresa tra i 220 ai 
2000 (da 100 a 1µ), mentre per la lucidatura spesso si utilizzano dei panni lucidanti 
impregnati di Allumina (0.3 µm) (Panfili et al., 2002). 
È possibile ed è sempre più utilizzata la tecnica automatica, in quanto può aumentare 
l’efficienza della lavorazione degli otoliti. E’ utilizzata una specifica macchina da 
levigatura composta da dischi leviganti (16% in letteratura), che sorreggono il blocco in 
un unica posizione favorendo la levigatura in piano, al contrario della levigatura 
manuale.  
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Il vantaggio è quello di affidare un lavoro tedioso ad uno strumento meccanico in grado 
di eliminare rapidamente la resina in eccesso. Comunque, l’automazione ha degli 
svantaggi, infatti,  può far diminuire la precisione della tecnica favorendo, in alcuni casi, 
l’eccessiva levigatura (overgrinding), aumentando la probabilità di compromettere il 
campione. 
In generale, si preferisce la tecnica di levigatura manuale in quanto permette un miglior 
controllo sulla qualità della preparazione e una minore tendenza di sottostimare l’età, 
specialmente in organismi adulti con una crescita più lenta, causato dalla perdita della 
parte più esterna degli anelli (ICES, 2009). 
 
Localizzazione del core e inversione della superficie 
Non ci sono delle strategie facili e ben definite per trovare il core in una varietà di 
caratteristiche microstrutturali, dipende molto dall’esperienza dell’operatore. 
In alcune sezioni, può essere localizzato come un punto scuro, il primordium, in altre, 
solo il primo incremento che circonda il core è visibile.  
Dopo il raggiungimento, il blocco viene lucidato con i panni arricchiti di allumina, e 
solo a questo punto si può invertire la superficie e continuare la levigatura fino allo 
spessore ideale affinché vengano mostrati gli incrementi strutturali (Secor et al., 1992). 
 
1.3.5.7 Osservazioni 
La scelta dello strumento di osservazione è oggettivo e dipende dal tempo disponibile 
ma anche dai costi dello studio. Condizioni di illuminazione standardizzate sono 
importanti nell’analisi dell’immagine (Mosegaard et al., 1998), e la descrizione deve 
essere accurata. 
Microscopio ottico 
 Basso ingrandimento (stereoscopio) 
Le strutture incrementali sono raramente abbastanza grandi da poter essere osservate 
accuratamente ad occhio nudo, e per questo motivo spesso è utilizzata la visualizzazione 
sotto ingrandimento. A questa scala, solo gli incrementi stagionali e annuali sono 
distinguibili e osservabili, risultando un metodo mlto rapido con la possibilità di lettura 
di un grande numero di campioni. 
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È consigliato l’utilizzo di diversi liquidi o di materiali indurenti, con la stessa o quasi 
densità ottica degli otoliti, per permettere alla luce di penetrare più facilmente 
incrementando il contrasto ed evidenziando le strutture interne. Il più usato 
probabilmente è l’acqua, poi la soluzione salina, a seguire l’alcool, il mix di acqua e 
alcool (in varie percentuali), la glicerina, la glicerina e alcool (30-70%), l’immersione in 
olio. Altri materiali sono il creasoto, lo xilene, il benzoato di metile, ma adesso sono 
poco usati perché molti di loro sono dannosi per la salute (Panfili et al., 2002). 
Ci potrebbero essere due principali fonti luminose per l’osservazione, la luce diretta dal 
basso (luce trasmessa) o da sopra direttamente sulla perficie dell’otolite (luce 
riflessa). Quest’ultima, è spesso usata per osservare gli incrementi stagionali, mentre per 
l’esame delle microstrutture degli otoliti (es. gli anelli giornalieri) è usata la luce 
trasmessa. L’aspetto degli incrementi stagionali dipenderà dal tipo di illuminazione 
impiegata: sotto luce trasmessa gli incrementi translucenti saranno luminosi e gli 
incrementi opachi saranno scuri, mentre sotto luce riflessa gli incrementi translucenti 
appaieranno scuri e gli opachi luminosi. 
E’ importante specificare la fonte di luce utilizzata, in quanto si potrebbe fare 
confusione per descrivere gli incrementi (Casslman, 1974; 1983; Williams & Bedford, 
1974). 
 Alto ingrandimento (Microscopio ottico) 
Il microscopio ottico ad alti ingradimenti è usato per l’esame delle microstrutture degli 
otoliti, principalmente per la lettura degli incremnti primari. Possono essere impiegati 
vari tipi di luce, la riflessa, la polarizzata, la f uorescente, il contrasto di fase, ma la luce 
trasmessa risulta la più usata. Un microscopio ottico deve essere costituito da: oculari, 
lenti oggettive con ingrandimenti di 2.5x, 10x, 25x, 40x, 100x, tavolino movibile, 
condensatore, regolatore di diaframma e intensità luminosa.  
Inoltre, fornire di videocamera il microscopio facilita la visualizzazione dell’immagine. 
Il limite di risoluzione del microscopio ottico, perf ttamente settato, è più basso rispetto 
al limite teorico (circa 0.3 µm), e spesso limita l’osservazione degli incrementi <1 µm 
(Campana, 1987; 1992; Morales-Nin, 1988). Separatamente dagli ingrandimenti e dagli 
oculari, un’ottimizzazione della fonte di illuminazione ha la più grande influenza per 
ottenere immagini di alta qualità (Campana, 1992). 
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Microscopio elettronico 
In altri casi, l’uso del SEM è essenziale. Il microsc pio elettronico è uno strumento di 
indagine della superficie topografica che è largamente usato negli studi degli otoliti. 
Questo strumento offre un miglioramento di 300 volte della profondità di campo 
rispetto ai microscopi ottici di più alta qualità, come è riflesso nell’immagine 3D fornita 
(Panfili et al., 2002). 
 
1.3.6 Acquisizione delle immagini digitali 
Il sistema Computer-Assisted Age and Growth Estimation (CAAGE, Fig. 10) consiste 
essenzialmente di tre unità: 
- una fonte di immagine digitale (camera, scanner, table  digitalizzato, SEM, 
microprobe, etc…); 
- un’unità centrale di processamento per la visualizzzione dell’immagine e la 
conservazione; 
- un’unità software che caratterizza il livello di assistenza offerto dal sistema 
CAAGE e da un supporto specializzato funzionalmente per l’identificazione, e 
possibilmente per l’interpretazione (Panfili et al., 2002). 
Processamento dell’immagine digitale 
L’immagine visualizzata sullo schermo è una rappresentazione completa o parziale: 
- di un otolite, risultato di un processo di calcificazione che ha indotto l’alternarsi 
di zone ipercalcificate e proteiche; 
- è comunemente osservata come una sottile sezione ottenuta dal  processo di 
taglio, levigatura, lucidatura; 
- ed è stata digitalizzata attraverso una serie di processi ottici, elettronici e digitali 
in cui loro stessi generano vari tipi di rumore. 
Un’immagine digitale nella sua forma originale non è utilizzabile, ma richiede una 
regolazione del contrasto e il filtraggio di alcuni componenti. Un filtraggio digitale 
idoneo può dare un significativo miglioramento nella “ eggibilità”, ma se usato in 
maniera errata questo potrebbe comportare la delocalizzazione del bordo con 
l’introduzione di anelli doppi.  
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Una classica sequenza di processamento di un’immagine digitale consiste in tre stadi 
basilari: 
- Pre-processamento (ottimizzazione delle dinamiche, miglioramento del 
contrasto, riduzione del rumore, localizzazione del bordo); 
- Analisi (misurazioni oggettive e processamento dell’informazione simbolica); 
- Interpretazione (comprensione dell’immagine) (Panfili et al., 2002). 
 
Figura 10 – Composizione tipica di un sistema CAAGE. Il range di fonti per l’immagine digitale vanno 
dalla classica immagine della telecamera, all’immagine prodotta chimicamente dai microprobi (es. in 
Casselman, 1983) (Panfili et al., 2002). 
 
Leggere o interpretare? 
Sych (1974), ha proposto di distinguere due componenti l processo di stima dell’età: 
• Lettura , la quale è la stima di strutture certe mediante u principale alfabeto o 
una chiave; 
• Interpretazione, il quale è  il confronto delle strutture di eventi all’interno del 
ciclo vitale. 
Il primo è basato esclusivamente sui criteri di identificazione visiva (anello di crescita, 
nucleo, primordio, etc…), e può spesso essere soddifatto velocemente per un dato 
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otolite e metodo di preparazione. Il secondo è basato u schemi logici più o meno 
complessi, integrando informazioni delle specie studiate, stock o popolazioni, e/o zone 
di cattura, la combinazione individuale e l’informazione storica.  
Sebbene potrebbero essere collegati, questi due processi richiedono informazioni di 
differente natura scientifica (Troadec, 1992): 
• Pattern per la percezione visiva; 
• Scienza cognitiva per l’interpretazione. 
Sebbene, i sistemi di CAAGE attualmente disponibili sono basati esclusivamente sui 
sistemi di analisi di immagine, si può osservare un interessante crescita negli stadi di 
interpretazione, che probabilmente costituiscono la migliore fonte di variabilità 
(Morison et al., 1998). 
 
1.3.7 Stima di età 
La stima di età prevede alcune importanti fasi, dalla scelta della struttura calcarea più 
vecchia fino al livello di precisione richiesto, per molti problemi tecnici come la 
preparazione e l’osservazione degli anelli di crescita.  
La stima di età è un processo dinamico che può essere sintetizzato in una serie di 
passaggi: 
- Selezione di una struttura di otolite; 
- Riconoscimento dei patterns di crescita, includendo la periodicità sotto studio e 
il range della scala temporale ricoprita; 
- Scelta del metodo di preparazione, in base a problemi tecnici di preparazione, e 
leggibilità; 
- Conferma della compattezza e dell’intercalibrazione; 
- Validazione dell’accuratezza dell’interpretazione; 
- Conoscenza nell’interpretazione dei patterns di crescita; 
- Applicazione dei risultati ottenuti (Panfili et al., 2002). 
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1.3.7.1 Criteri per la scelta delle strutture calcif cate 
Dalla tipologia di analisi prefissata ai fini dello studio, potrebbero essere selezionate 
differenti strutture calcificate. In base alla struttura selezionata, potrebbe essere 
necessaria l’uccisione del pesce, come nel caso degli otoliti.  
Il grado di accuratezza richiesta, come gli incrementi giornalieri, è trovato solo negli 
otoliti. Delle tre paia di otoliti, la sagitta è quella più utilizzata.  
 
Figura 11 - La scelta della struttura calcificata dipendente dall’accuratezza della scala temporale richiesta, 
dalla stadio vitale studiato e dalla possibilità di sacrificare l’individuo (Panfili et al., 2002). 
 
I criteri di selezione per gli incrementi di crescita delle strutture calcificate sono: 
- Distintività e facilità di  identificazione sistematica; 
- Costanza della loro periodicità; 
- Sincronismo in una data popolazione. 
Molti degli studi sulla stima di età sono basati sugli incrementi stagionali, in particolare 
sugli incrementi annuali, che ben si riconoscono. I pesci adulti e/o in specie longeve, la 
presenza delle discontinuità di crescita e le complicazioni inerenti il conteggio degli 
incrementi giornalieri lo rende un metodo poco attentibile.  
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1.3.7.2 Il processo di determinazione dell’età 
Il primo passo nel processo di determinazione dell’età è quello di segnare la struttura 
calcarea scelta con l’apposito pattern di crescita incrementale per gli obiettivi prefissati 
dallo studio; il successivo è dato dall’interpretazione dell’età. Alcuni inevitabili criteri 
di interpretazione per le popolazioni o/e per le spcie devono per prima essere definiti: 
per esempio, la posizione dell’anello di schiusa e l  natura del bordo. La ripetibilità 
della procedura di determinazione dell’età (errore int rno), con gli altri esperti, deve 
essere definito e calibrato (errore esterno). Inoltre, l’esperienza del lettore è molto 
importante per definire un errore molto limitato, e infine, la lettura dell’età deve essere 
validata. L’importanza temporale nell’interpretazione degli otoliti deve essere 
determinata  per valutare l’accuratezza dell’età del pesce. 
 
1.3.7.3 La determinazione dell’età specifica 
La determinazione dell’età sulla base degli incrementi giornalieri danno un diretto e 
preciso valore di età. E’ calcolato dal numero degli incrementi giornalieri validati 
(numero delle zone D o L) più l’intervallo tra la schiusa e la formazione del primo 
anello. In contrasto, la stima degli anni specifici su base degli incrementi stagionali 
richiede alcuni calcoli addizionali: può essere calcolato, ad esempio, il numero dei mesi 
o degli anni. Una volta identificati, si potrebbe procedere nella stima di ulteriori e 
importanti periodi come: 
• Data di cattura; 
• Data di nascita dell’individuo (esatta o media o standard della popolazione); 
• Periodi principali nella formazione degli incrementi stagionali; 
• Natura del margine. 
La vera data di nascita di un individuo, determinata da studi di riproduzione e/o analisi 
di anelli giornalieri, non è sempre conosciuta. La validazione degli studi fornisce un 
preciso periodo di formazione degli incrementi stagionali per essere determinato.  
La conversione di un conteggio incrementale per la determinazione dell’età evolve 
considerando la relazione tra la data della formazione degli incrementi e la data di 
cattura e della data di nascita nominale. Se la dat i cattura è nota, è possibile calcolare 
l’anno nella quale il pesce è stato deposto. 
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Come regola, se l’incremento marginale è traslucente non è contato perché non 
completamente formato. L’età del gruppo o della classe d’età per la quale il pesce sarà 
assegnato dipende dall’anno in cui è stato deposto e della data di cattura. Ad esempio, 
per la coorte recentemente deposta è costituita da individui con età compresa tra gli 0 e i 
12 mesi, andando a costituire il gruppo di età 0+ e la classe di età I, mentre gli individui 
deposti durante l’anno precedente fanno parte del gruppo di età 1+ e con classe di età II 
(Fig. 12). 
 
Figura 12 - Calcolo teorico dell’età (mesi, anni) e assegnazione del gruppo e classe di età agli otoliti. La 
validazione ha mostrato che ciascun anno di nascita prevede la presenza di due incrementi marginali: uno 
traslucente e uno opaco (Panfili et al., 2012). 
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1.3.8 Tecniche di preparazione per microscopio: oiling, etching, 
staining, e burning 
Spesso per aumentare il contrasto delle caratteristiche microstrutturali a sezione finita, o 
tra l’accrescimento e le zone di discontinuità, possono essere alterate chimicamente o 
fisicamente, attraverso un’ulteriore preparazione degli otoliti.  
In letteratura, si è riscontrato che la tecnica più ut lizzata fosse l’oiling. L’etching risulta 
essere usato frequentemente (30%), per l’osservazione al microscopio ottico o al SEM. 
Il burning è stato usato largamente per aumentare il contrasto degli annuli, ma non per 
gli incrementi giornalieri. 
 
1.3.8.1 Etching  
Il termine etching si riferisce alla dissoluzione preferenziale della m trice organica o del 
carbonato di calcio. L’articolo di Haake et al. (1982), descrivendo questa procedura, è 
ancora la fonte più comprensibile delle informazioni disponibili mettendo in risalto gli 
effetti dei differenti agenti di decalcificazione. 
Lo scopo è di fornire un rilievo tridimensionale alla superficie levigata, aumentando il 
contrasto tra le zone di discontinuità e di accrescimento per la lettura al microscopio 
luminoso, e/o per l’indagine al SEM (Panfili et al., 2002). 
È molto difficoltoso predire quale tra i metodi di etching sia quella che fornirà dei buoni 
risultati, pertanto, bisogna provare una serie di agenti con differenti tempi di 
esposizione (Haake et al., 1982). Principalmente sono usati tre agenti: l’HCl diluito 
(pH=2.0-5.0), acido etilendiamminotetraacetico al 5-7% (EDTA), glutaraldeide (GA) 
acquoso classe EM al 2%. In aggiunta, la combinazioe dell’EDTA con GA può essere 
efficace (Panfili et al., 2002). L’EDTA sembra essere il preferito perché attacca molto 
delicatamente e degrada la superficie dell’otolite poco velocemente (Campana & 
Neilson, 1985). 
Occasionalmente, si usa una forte concentrazione di HCl (2-10%) su otoliti grandi 
(adulti) per evidenziare gli annuli. I range di pH dati per ogni agente, non sono gli unici 
range accettati, ma probabilmente quello che si ritiene più opportuno per le specifiche 
applicazioni (es. specie, stadio di sviluppo [larva, giovanile, adulto] tipo di otolite, tipo 
di sezione, otolite, etc.). Di conseguenza, il livel o ottimale di pH e il tempo di 
esposizione avranno il bisogno di essere determinati con prove ed errori (Secor et al., 
1992). 
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1.3.8.2 Staining o colorazione 
La colorazione è un metodo di preparazione che mette in evidenzia gli incrementi 
cromofili. 
I coloranti più usati sono il viola metile (15%), colorante specifico per le cellule 
Kernels, ma potrebbe essere usato tutto il range di coloranti istologici come ad esempio, 
il blu anilinico (1% anche chiamato blu light) e il blu di toluidina (1%), in quanto hanno 
dato degli ottimi risultati, colorando rispettivament  il collagene e la cartilagine. I 
coloranti  potrebbero essere attratti da specifiche proteine adiacenti alle componenti 
organiche dell’otolite (Panfili et al., 2002). 
Bouain & Siau (1988) hanno proposto l’immersione per 12-24h in acido fucsia, dopo la 
rottura dell’otolite e il passaggio nell’amido nero per diversi minuti (5%). Questo 
permette la comparsa degli incrementi di crescita blu scuro o sullo sfondo rosa.  
Un altro metodo di trattamento, consiste nel passaggio dell’otolite in un bagno acido e 
colorante prima del sezionamento (Richter & McDermott, 1990), ma questo non è 
spesso  impiegato. 
Il tempo dell’attacco acido è molto variabile, dipend rà da specie e  taglia dell’otolite. 
1.3.8.3 Burning 
L’età dei pesci può anche essere determinata usando il metodo “Break-and-Burn” 
(Christensen, 1964), dove la sagitta è letteralmente rotta in due meta attraverso il suo 
core, e in seguito esposto in una fiamma ad alcool. Questa tecnica ha come obiettivo 
l’aumento del contrasto tra le componenti organiche ed inorganiche della matrice, 
rendendo la zona di crescita invernale (translucente) molto visibile. 
Il tempo richiesto per il processo dipende da specie  taglia dell’otolite, ma non più di 
10-15 secondi.  
L’obiettivo è di produrre un uniforme sezione bruciata ma non troppo, in modo da far 
cambiare il colore degli annuli da traslucente a rossastro (C.A.R.E. Manual, 2006). 
 
 
 
 
 
45 
 
 
2 SCOPO E ORGANIZZAZIONE DEL LAVORO 
 
Il seguente lavoro di tesi ha lo scopo di delineare l  struttura della popolazione di 
Merluccius merluccius, di stimare l’età e il tasso di accrescimento e di conoscere 
maggiormente le dinamiche di reclutamento dei giovanili dell’alto-medio Adriatico, 
attraverso le analisi degli otoliti (sagitte). I dati utilizzati sono stati raccolti nella 
campagna MedITS effettuata in Adriatico nel 2012 nell’ar a delle acque nazionali 
italiane ed internazionali, al limite delle acque croate e slovene. 
Le analisi preliminari condotte come le frequenze di taglia e di età, la distribuzione 
degli individui in base alla taglia, hanno definito una descrizione sintetica ma 
complessiva dello stock di Merluccius merluccius, fornendo utili stime delle relative età 
e crescita del pesce, delineando la struttura dellapopolazione dell’alto-medio Adriatico. 
Sono seguite le analisi di tipo allometrico tra lunghezze metriche, come Feret (diametro 
maggiore), MiniFeret (diametro minore), Area e Perim tro, e le taglie individuali di tutti 
i naselli permettendo di individuare la loro relazione 
Inoltre, attraverso l’interpretazione degli anelli annuali degli otoliti è stata stimata la 
lunghezza media dei naselli all’età di un anno (un utile parametro per le analisi di 
dinamica di popolazione e gestione dello stock). 
Le analisi delle microstrutture degli otoliti di giovanili sono state utili per stimare il 
tasso di crescita di Merluccius merluccius dell’alto-medio Adriatico e la lora data di 
nascita (backcalculation). La crescita dei giovanili di nasello è stata determinata usando 
la crescita incrementale degli otoliti e le analisi di frequenza di taglia (Morales-Nin & 
Aldebert, 1997). La natura giornaliera degli incrementi è stata validata per i giovanili di 
nasello nell’Adriatico (Arneri & Morales-Nin, 2000) e gli incrementi sono anche stati 
usati per determinare la distribuzione delle date di schiusa.  
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3 MATERIALI E METODI  
3.1 Area di studio, campionamento e analisi biologiche: 
Campagna MedITS 
Il Mar Mediterraneo è stato suddiviso in 30 sub-aree geografiche, denominate GSA 
(Geographic Sub Areas) che vengono utilizzate come riferimento per le attività di 
gestione e di indagine scientifica. Tale suddivisione è stata stabilita dalla risoluzione 
31/2007/2 della Commissione Generale per la Pesca nel Mediterraneo (General Fishery 
Commission for the Mediterranean – GFCM), su indicazioni del Comitato Scientifico 
Consultivo (Scientific Advisory Commitee – SAC). Le 30 aree si distinguono per 
caratteristiche e dimensioni (Fig. 13). 
 
 
Figura 13 – Mappa generale dell’aree coperte (GSA) dal programma MedITS (Relini et al., 2008). 
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I dati utilizzati per questo lavoro di tesi sono stati raccolti nell’ambito della campagna 
sperimentale di pesca a strascico effettuata nel 2012 nella GFCM-GSA 17. 
La GSA 17 (Fig. 14), che si estende per 92.660 km², comprende l'Alto e Medio 
Adriatico, dal Golfo di Trieste fino alla congiungente Gargano – confine tra Croazia e 
Montenegro e rientra nella divisione statistica FAO 37.2.1 (Cataudella & Spagnolo, 
2011). Tale area interessa le coste del Molise, Abruzzo, Marche, Emilia Romagna, 
Veneto, Friuli Venezia Giulia sul versante occidentale, e le coste della Bosnia, Croazia e 
Slovenia sul versante orientale (Relini et al., 2008). 
 
Figura 14 – Delimitazione geografica dell’area di campionamento della GSA 17 (Cataudella & Spagnolo, 
2011). 
 
Le campagne MedITS, in generale, sono effettuate una volta all’anno nel periodo 
primaverile-estivo applicando un protocollo standardizzato che definisce il piano di 
campionamento, la rete, le informazioni da raccogliere, la gestione e l’analisi dei dati 
(Bertrand et al., 2002; Relini et al., 2008). Questo protocollo rappresenta il documento 
di riferimento per gli Istituti di ricerca che ogni anno sono impegnati nella campagna 
MedITS, pesca a strascico sulla platea continentale. 
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Nella GSA17, partecipano all’azione del progetto il Laboratorio di Biologia Marina e 
Pesca di Fano (Italia), l’Istituto di Oceanografia e Pesca di Spalato (Croazia) e l’Istituto 
di Ricerca della Pesca della Slovenia.  
Il campionamento è stato svolto in circa 30-40 giorni nella stagione primaverile-estiva 
(giugno-luglio) del 2012. Le cale sono state posizinate seguendo uno schema di 
campionamento casuale stratificato; gli strati sono stati identificati secondo la 
profondità e il numero di stazioni effettuate per ogni strato è proporzionale alla 
superficie dello strato stesso.  
Sono stati esplorati quattro strati: 0-50 metri, 50-10  metri, 100-200 metri, 200-500 
metri. Il numero delle stazioni di campionamento è stato di 130. 
Le cale sono state effettuate sempre di giorno e hanno vuto una durata di 30 minuti sui 
fondali inferiori a 200 metri e di 60 minuti sui fondali maggiori di 200 metri, la velocità 
standard da tenere durante la cala, indifferentemente dalla profondità, è di 3 nodi.  
È raccomandato tenere questa velocità per poter assicurare la geometria della rete, 
infatti, una riduzione della velocità (2.8 nodi) potrebbe avere degli effetti negativi, sulla 
verticalità e stabilità dei divergenti, i quali potrebbero cadere o infossaesi nel sedimento, 
mentre un aumento (3.2 nodi) potrebbe tenere la rete lontana dal fondo (Relini et al., 
2008). 
La rete di campionamento utilizzata è una rete a str scico sperimentle (GOC 73), 
appossitamente progettata per la pesca scientifica. Per migliorare la cattura la rete è 
caratterizzata da un’ampia apertura verticale di circa 2.5 metri, maggiore all’apertura 
delle più comuni reti professionali usate nell’area; la maglia del sacco è di 20 mm 
(apertura di maglia) per catturare anche i pesci di piccole dimensioni (Relini et al., 
2008). 
In ciascuna cala sono state identificate, contate e pesate tutte le specie pescate alla 
macrofauna. In ogni stazione, per ciascuna specie appartenente alla lista di riferimento 
delle specie bersaglio MedITS, è stato conservato un sub-campione di 100 esemplari per 
effettuare le analisi biologiche. 
 
Protocollo internazionale MedITS per il campionamento degli otoliti 
Il monitoraggio dell’età tramite strutture ossee dei pesci, che implica il campionamento 
degli otoliti, esige un protocollo per armonizzare le tecniche di campionamento, la taglia 
del campione, e la registrazione delle informazioni.  
Il campionamento degli otoliti può essere utilizzato per: 
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1) Stimare l’indice di abbondanza per età e il monitoraggio della struttura dello 
stock nel tempo; 
2) Monitorare la distribuzione spaziale dei gruppi di età; 
3) Uso delle lunghezze dai dati di età per stimare la curva di crescita; 
4) Stimare i parametri di crescita e longevità usati nelle procedure di stock 
assessment. 
Il numero ottimale di otoliti per ciascuna classe di taglia non può essere dato in forma 
universale. 
Il campionamento avvenuto durante la campagna MedITS del 2012 nella GSA 17, ha 
tenuto in considerazione quanto specificato all’inter o del protocollo internazionale. 
La taglia del sub-campione per la specie Merluccius merluccius dipenderà dalla 
lunghezza media (Lm) di tutto il campione catturato: 
- (< Lm25%), la taglia del sub-campione sarà composta da 5 otoliti per ogni cm e 
per sesso; 
-  (≥ Lm25%), la taglia del sub-campione sarà composta da 10 otoliti per ogni cm 
e per sesso (MEDITS, 2013). 
 
In generale, per tutti gli esemplari catturati, apprtenenti alle specie target, sono stati 
registrati i parametri biologici secondo questo protoc llo internazionale: la lunghezza 
totale (LT, mm); il peso (g); il sesso (maschio, femmina, indeterminato); e lo stadio di 
maturazione delle gonadi (Relini et al., 2008). 
Per comodità, le lunghezze totali di tutti i naselli inclusi all’interno del sub-campione 
utilizzato, sono stati suddivisi in classi di tagli con i seguenti range: >100 mm; 100-139 
mm; 140-179 mm; 180-219 mm; 220-259 mm; 260-299 mm; 300-339 mm; 340-379 
mm; ≥380 mm. 
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3.2 Preparazione degli otoliti 
3.2.1 Estrazione  
L’estrazione dagli esemplari di Merluccius merluccius delle 506 coppie di otoliti 
(sagitte) è stata effettuata operando un taglio trasversale del cranio in corrispondenza del 
pre-opercolo (Fig. 15 A-B). In alcuni casi, è stato spesso conveniente rompere la testa 
dopo il taglio (Fig. 15 C). Successivamente, è stato rimosso il cervello e il vestibolo 
utricolare dal resto del labirinto. Ogni otolite è trovato adagiato dietro il cervello, posto 
alla base del cranio (Fig. 15 D-E). Una volta estratti (Fig. 15 F), ogni coppia di otoliti 
richiede la pulizia. L’utilizzo di questo metodo di estrazione ha fornito un sufficiente 
controllo evitando il danneggiamento e/o la perdita egli otoliti. 
       
                 
                 
Figura 15  -  Fasi della rimozione degli otoliti suesemplare di Merluccius merluccius. (A-B) Taglio 
trasversale pre-opercolo; (C) Rottura del cranio; (D) Individuazione degli otoliti dietro il cervello;             
(E) Estrazione degli otoliti dall’individuo; (F) Otoliti estratti. 
F E 
D C 
B A
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3.2.2 Pulizia 
A seguito dell’estrazione, gli otoliti necessitano di una profonda e accurata pulizia per 
eliminare le impurità, date da tessuti e/o altre comp nenti scheletriche che potrebbero 
interferire con le fasi di preprazione o compromettendone la leggibilità. 
Gli otoliti sono stati idratati con acqua per qualche minuto all’interno di un eppendolf. 
Successivamente, è stato seguito un protocollo consiste te in una serie di lavaggi: 
- Il primo lavaggio è stato eseguito con H2O2 al 3% (acqua ossigenata) per 15 
minuti per degradare i residui di sangue e di membrana eventualmente rimasti 
adesi; 
- In seguito, dopo aver rimosso l’H2O2, i due successivi lavaggi sono stati fatti con 
acqua distillata filtrata con membrana da 0,45 µm con icli di 5 minuti 
all’interno di uno strumento chiamato sonicatore (Fig. 16). 
Il sonicatore è un apparecchio che genera vibrazioni meccaniche amplificate, sfruttando 
corrente elettrica ad elevata frequenza prodotta da un generatore. Gli ultrasuoni vengono 
trasmessi in una vasca contenente acqua, producendo una cavitazione sonica, che viene 
fondamentalmente sfruttata per permettere la completa e iminazione delle impurità. 
Nel caso in cui non è stato ottenuto un otolite perfettamente pulito, si è proceduto alla 
ripetizione del protocollo. 
Infine, prima di passare alla fase successiva, l’otolite è stato lasciato per qualche ora su 
una piastra riscaldata a bassa temperatura (35-40°C). 
 
Figura 16 -  Sonicatore ad ultrasuoni Elma-Seneco.  
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3.2.3 Inclusione degli otoliti 
L’inclusione è il passo che precede il sezionamento, ed è fondamentale per sottoporre 
gli otoliti al taglio con macchina o alla levigatura. Questo passaggio è eseguito per 
conseguire tipologie di sezioni differenti, frontali e sagittali. 
Dalla letteratura, è noto che la presenza e la visibilità delle strutture primarie e degli 
incrementi giornalieri è possibile soltanto in otoliti estratti da esemplari di nasello 
giovane inferiore ad un anno di vita, per questo motivo, l’inclusione è stata effettuata 
sulle sagitte appartenenti ad organismi inferiori di 180 mm di lunghezza totale. 
La scelta di tale limite di taglia è stata dettata da lavori precedenti, rappresentando la 
lunghezza media al primo anno di età.  
In totale, sono stati inclusi 102 otoliti appartenenti a giovanili di nasello di lunghezza 
totale compresa tra i 55 e i 180 mm (Tab. 3). 
Tabella 3.  Numero di sezioni frontali e sagittali analizzati in base alla classe di lunghezza. 
Lunghezza totale (mm) Sezione frontale Sezione sagittale 
<100 24 30 
100-139 24 - 
140-180 24 - 
 
Totale 72 30 
 
 
L’inclusione degli otoliti è avvenuta all’interno di uno stampo in plastica, dove sono 
stati disegnati delle linee per agevolare il posizionamento/orientamento degli otoliti su 
di esso. 
Lo stampo è stato riempito per metà con resina epossidica, e dopo averla lasciata 
polimerizzare per circa 24h (Fig. 17 A), gli otoliti sono stati adagiati sulla resina, 
cercando di far coincidere il core con la linea di riferimento (Fig. 17 B). 
Successivamente, lo stampo è stato completamente riempito di resina e lasciato 
nuovamente polimezzare (Fig. 17 C). 
Inoltre, è stato molto importante verificare la presenza di bolle tra gli otoliti e il 
materiale di inclusione.  
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L’otolite del nasello è otticamente denso a causa di un alto contenuto proteico (Morales-
Nin, 1986), richiedendo una differente preparazione e/o piano di sezionamento per 
meglio mettere in evidenzia gli anelli giornalieri. 
       
       
Figura 17 – (A) Stampo con linee di riferimento utilizzato per l’inclusione; (B) Disposizione degli otoli i 
sulla linea di riferimento; (C) Otoliti inclusi all’interno di un blocchetto di resina. 
 
3.2.3.1 Sezione frontale 
Gli otoliti, scelti randomicamente, sono stati suddivisi in tre classi di taglia costituite 
ciascuna da 24 otoliti: 
-  <100; 
- 100-139; 
- 140-180. 
A B 
C 
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La suddivisione in classe è stata compiuta al fine di mettere in evidenza un tasso di 
crescita incrementale differente durante il primo anno di vita. Inoltre, si è presupposto di 
individuare una taglia massima, nella quale gli incrementi di crescita continua non 
fossero più visibili tramite microscopio ottico. 
In seguito all’inclusione, ogni blocco di resina è stato fissato al vetrino con colla 
termoplastica affinchè fosse possibile eseguire il s zionamento. 
 
Sezionamento  
Il sezionamento automatico è stato fondamentale per conseguire le sezioni frontali. 
L’importanza di questa fase è legata all’aumento della visibilità delle microstrutture 
attraverso una netta riduzione dello spessore del blocchetto di resina.  
La macchina da taglio micrometrico utlizzata è la Remet Micromet, dotata di disco 
diamantato di spessore 0.5 mm (Fig. 18). 
Il mantenimento di uno spessore costante di circa 350 micron in tutte le sezioni, è stato 
frutto dell’implementazione della Tabella 4, che ha posto in relazione lo spostamento 
della vite micrometrica con lo spessore delle sezioni e della lama da taglio. Dopo alcune 
prove, lo spessore di sezione risultato migliore è stato di 350 micron, dunque, a tal fine 
le sezioni frontali sono state ottenute eseguendo u primo spostamento verso sinistra di 
45 micron dal core, e dopo l’esecuzione del primo taglio, di altri 90micron verso 
destra. 
Tabella 4.  Relazione tra  spostamento micrometrico e lo spessore, in micron, ottenuto con il taglio. 
Spostamento 125 115 105 95 90 85 80 75 
Spessore della 
sezione 
700 600 500 400 350 300 250 200 
 
Per le classi da 100 a 180 mm, sono stati eseguiti due tagli consecutivi per garantire la 
presenza del core, mentre per gli otoliti appartenenti alla classe di taglia <100 mm, 
essendo di dimensioni ridotte, è stato realizzato un solo taglio.  
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Figura 18 - Macchina da taglio micrometrico Remet Micromet utilizzata per ottenere le sezioni frontali. 
 
3.2.3.2 Sezione sagittale 
Per le sezioni sagittali, gli otoliti sono stati selezionati randomicamente da esemplari 
inferiori di 100 mm di lunghezza. Con questa sezione, si è cercato soprattutto di 
prediligere le microstrutture primarie vicine al core, in quanto con questo piano di 
sezionamento sono maggiormente esposte. 
 
3.2.4 Levigatura  
La levigatura è la fase che ha permesso la rimozione graduale della resina in eccesso, 
contribuendo in maniera significativa alla realizzaione di sezioni di un centinaio di 
micron.  
Nello specifico, è stata utilizzata una macchina levigatrice automatica Remet LS2 (Fig. 
19 A). Sia per la sezione frontale che per la sagittale, ciascuna sezione è stata fissata su 
di un vetrino con resina epossidica E30 (Prochima Calcinelli - PU ) (bicomponente 
rapporto 10:6), lasciata poi polimerizzare su piastra riscaldata per circa 24 ore. 
 Sezioni frontali: sono state levigate attraverso l’utilizzo di un disco con carta 
abrasiva ad acqua a granulometria elevata, P600 (26 µm) (Fig. 19 B). 
Periodicamente, è stato opportuno controllare il progresso della levigatura per 
evitare il danneggiamento e quindi la perdita per eccesso di levigatura.                           
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Con la riduzione dello spessore e l’avvicinamento del core alla superficie focale, 
sono state utilizzate carte abrasive sempre più fin, come la P1200 (14 µm) o la 
P2500 (9 µm).  
La levigatura della prima superficie si è conclusa con l’impiego di due panni 
lucidanti impregnati di Alluminia (polish 3M Perfect.it III) liquida extrafine e 
ultrafine (Fig. 19 B). Infine, il vetrino è stato risciacquato e lasciato per alcuni 
minuti nel sonicatore. 
L’inversione della superficie è stata compiuta attraverso l’immersione del vetrino 
(circa 10 min.) all’interno di un becher con acqua a temperatura costante (80°C), 
che ha favorito il graduale ammollimento delle resina. Al distaccamento della 
sezione dal vetrino è stata invertita la superficie e nuovamente fissata al vetrino. 
Dopo l’avvenuta polimerizzazione, si è proceduto con la levigatura della seconda 
superficie adottando le medesime procedure precedent m te mensionate. 
 
 Sezioni sagittali: sono state ottenute predisponendo l’otolite intero al centro del 
vetrino e fissandolo con resina epossidica E30. Come riportato dalla letteratrura, è 
stato seguito la disposizione dettata, cioè la prima superfice levigata è stata quella 
distale, in modo da evitare il danneggiamento del core, mantenendolo più vicino 
alla superficie adesa al vetrino. 
Sono stati adoperati dischi con carte abrasive molto fine, P1200 o la P2500, rispetto 
alle sezioni frontali. Le procedure di levigatura, di lucidatura della prima e della 
seconda superficie e il metodo di inversione delle superficie sono state identiche a 
quelle mensionate per le sezioni frontali. 
 
Il metodo di inversione delle due superficie è stato messo a punto durante l’esperienza 
in laboratorio. L’utilizzo di una precedente tecnica, che prevedeva come materiale di 
fisaggio il CrystalBond (colla termoplastica), non ha dato i risultati sperati. Infatti, come 
tutte le colle termpoplastiche, le sezioni sono state maneggiate a temperatura molto 
elevata (circa 120°C), causando per lo più danneggiamenti irreversibili delle strutture 
degli otoliti.  
Per questo motivo, è scaturita la necessità di trovare qualcosa di alternativo alla colla 
termoplastica, rinvenuta nella messa appunto della t cnica di fisaggio con resina 
epossidica. 
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Figura 19 - (A) Macchina levigatrice Remet LS2; (B) a): Esempio di disco con carta abraviva ad acqua 
P600; b): Panno lucidante arricchito di Allumina extra-fine; c): Panno lucidante arricchito di Allumina 
ultra-fine. 
 
3.2.5 Acquisizione delle immagini  
L’acquisizione delle immagini del sub-campione dell’anno 2012, ha avuto come 
obiettivo sia quello di realizzare una memoria morfol gica delle 506 coppie di otoliti, 
ma anche quello di realizzare tutte le tipologie di analisi morfometriche su di esse, 
attraverso programmi di analisi di immagini, come IageJ. 
 
3.2.5.1 Otoliti interi 
Gli otoliti sono stati visionati usando lo stereoscpio (Wild – Heerbrugg) (Fig. 20 A), 
connesso ad una videocamera (Digital Camera for Micoscope DCM 500- Resolution 
5M pixels) (Fig. 20 A) e ad un PC con un sistema di nalisi immagini, ScopePhoto. 
Le immagini sono state acquisite con obiettivi dal 6x al 25x.  
B 
A 
a b c 
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Per l’acquisizione dell’immagini sono state standardizzate il più possibile le condizioni 
di illuminazione. E’ stata utilizzata una luce riflessa proveniente da lampade alogene 
esterne, proiettate quasi perpendicolarmente alla superficie degli otoliti.  
Il miglior contrasto delle immagini è stato ottenuto dalla regolazione delle fonti di luce 
esterne ma anche attraverso l’intensità di luminosità della telecamera. Inoltre, per 
aumentare il contrasto dell’immagine, è stato utilizzato un contenitore con acqua a 
sfondo nero. La risoluzione adottata è stata, la massima possibile, di 2592x1944 pixel. 
Per ogni coppia, sono state acquisite due immagini, u a distale e una prossimale                                
(Fig. 20 C-D), servite come confronto per il calcolo delle distanze metriche, Feret 
(diametro maggiore) e MiniFeret (diametro minore), per il conteggio degli anelli 
annuali, e delle loro lunghezze. 
Le immagini di otoliti di dimensioni elevati, oltre la risoluzione massima dello 
stereoscopio, sono state acquisite tramite uno scanner, Epson Perfection V600 Photo 
(Fig. 20 B) con risoluzione di 2400dpi. Gli otoliti sono stati disposti all’interno di una 
pietri con acqua. 
        
                                         
Figura 20 - (A) Stereoscopio Wild – Heerbrugg con illuminazione esterna alogena; (B) Scanner Epson 
Perfection V600 utilizzato per otoliti di grandi dimensioni; (C-D) Otolite acquisito tramite stereoscopio 
con luce riflessa in posizione prossimale (C) Posizi ne distale (D). Ingradimento 6x. 
A B 
C D 
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3.2.5.2 Sezioni frontali e sagittali 
Le sezioni frontali e sagittali degli otoliti sono stati esaminati usando un microscopio 
ottico (Leitz-Wetzlar-Germany) (Fig. 21 B) equipaggiato con filtro verde. E’ anche 
stato utilizzato un olio (Lemonvitrex-Erba densità=0.91e indice di rifrazione 1.50 ±0.1) 
come materiale chiarificante, affinchè aumentasse la capacità di penetrazione della luce 
e la visibilità degli anelli giornalieri in regioni di otolite ricche di materiale organico. 
Il microscopio è stato connesso ad una videocamera (Digital Camera for Microscope 
DCM 500 - Resolution 5M pixels) (Fig. 21 A) e ad unPC con un sistema di analisi 
immagini, ScopePhoto.  
Gli otoliti sono stati osservati sullo schermo utilizzando obiettivi da 10x a 40x. 
La scelta dell’ingradimento, ha permesso di avere dlle immagini più o meno dettagliate 
degli assi di lettura dell’età. 
Anche in questo caso, le condizioni di luminosità sono state standardizzate e regolate 
tramite l’apertura del diaframma del microscopio o dalla luminosità della telecamera. 
 
      
Figura 21 - (A) Videocamera utilizzata (Digital Camera for Microscope DCM 500 - Resolution 5M 
pixels); (B) Microscopio ottico (Leitz-Wetzlar-Germany). 
 
 
A B 
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3.3 Analisi dati 
Secondo il tipo di analisi, i dati utilizzati sono stati raggruppati in specifici dataset, e 
successivamente i risultati ottenuti, sono stati plottati, tramite diversi tipi di grafici, sul 
sofware Excel. 
Le prime analisi svolte hanno avuto il compito di delineare un quadro generale della 
struttura di popolazione del Merluccius merluccius dell’alto-medio Adriatico. Ad 
esempio, in primo luogo, è stata osservata la frequenza di distribuzione dei naselli lungo 
la colonna d’acqua, dopo averla divisa in opportune classi di profondità come 
specificato nel protocollo internazionale MedITS: 0-50 metri; 50-100 metri; 100-200 
metri; 200-500 metri (Fig. 22). 
 
Figura 22 – Frequenza di classe di profondità di Merluccius merluccius. 
Successivamente, dall’osservazione delle immagini di tutti i 506 otoliti sono state 
effettuate ulteriori analisi di carattere generale: 
- Frequenza di taglia e di classe di taglia dell’inter o campione 2012; 
- Frequenza di classe di taglia del sub-campione; 
- Distribuzione di taglia dei naselli con la profondità; 
- Frequenza di margine. 
Per lo studio delle allometrie sono stati calcolati i parametri morfometrici, per mezzo 
del programma ImageJ. È stato importantissimo, prima di svolgere le analisi metriche, 
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la calibrazione delle immagini acquisite per risoluzione e ingradimento dello strumento 
utilizzato. In questo modo le immagini sono state standardizzate esprimendo tutte le 
misurazione dei parametri in micron o in millimetri, a secondo della tipologia di analisi. 
Le immagini delle 506 coppie hanno permesso, in via automatica, il calcolo dei seguenti 
parametri: Area, Perimetro, Circonferenza, Feret (diametro maggiore), Feret X, Feret Y, 
Angolo Feret, MiniFeret (diametro minore), AR, Round, e Solidità.  
Mettendo in relazioni questi paramentri con la lunghezza totale (LT, mm) del pesce 
sono state ottenute le seguenti allometrie: 
 
- Feret-LT sia dell’otolite destro che sinistro;  
- MiniFeret-LT sia dell’otolite destro che sinistro;  
- Area-LT sia dell’otolite destro che sinistro;  
- Perimetro-LT sia dell’otolite destro che sinistro;  
Le macrostrutture visibili sugli otoliti potrebbero avere differente origine e/o essere 
associati ad un diverso cambiamento ontogenico e specie-specificità dei fattori 
ambientali o endogeni. In particolare, la stima dell’età del sub-campione di nasello è 
stato compiuto attraverso l’interpretazione e il conteggio degli anelli annuali (annuli), 
riscontrati dal centro dell’otolite (core) al margine ventrale. Una zona di crescita 
annuale, o annulo, consiste in un anello (o banda opaca) e in una translucente (Fig. 22).  
L’identificazione del primo annulo invernale negli otoliti di nasello è risultato 
problematico a causa di un insieme di anelli (larvale, pelagico e demersale) disposti 
attorno al core. 
 
Figura 23 – Esempio di un otolite di nasello con il conteggio degli anelli annuali. 
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Il conteggio degli annuli ha permesso di implementare uno specifico dataset con il 
codice dell’otolite e le rispettive classi di età: 0, 1, 2, 3, 4, 5. E’ stato aggiunto il valore 
+ alle classi di età costituite da otoliti che presentano un margine incrementale opaco.  
Per descrivere la crescita del sub-campione di nasello catturati nel 2012 nell’alto-medio 
Adriatico è stata implementata la seguente equazione di crescita di von Bertalanffy: 
    
L i= L∞(1-e
-kti   ) + ɛi 
Dove Li è la lunghezza all’eta t, L∞ è la massima lunghezza asintotica ottenuta dalla 
media individuale nella popolazione, k è il parametro di curvatura della crescita ed  è il 
tasso di crescita istantaneo, ti è l’età compiuta alla lunghezza uguale a 0. 
Per gli otoliti non interpretabili, si è adoperata una sezione trasversale. Sono state 
realizzate 34 sezioni trasversali, dove si è cercato di interpretare e contare gli anelli 
annuali. 
La classificazione del tipo di margine dell’otolite (translucente od opaco) è stato 
sicuramente complicato dall’alta incidenza dei falsi anelli, ma nonostante ciò si è 
riusciti a interpretare l’intero sub-campione.  
Successivamente, sono state eseguite tutte le misuraz oni dei raggi dal core agli annuli, 
permettendo di realizzare l’allometria tra lunghezza totalte del pesce e la lunghezza del 
raggio dal core al primo annulo sia dell’otolite destro che sinistro. 
Per la stima di età e del tasso di crescita dei giovanili di nasello, sono stati perfettamente 
analizzati i patterns di crescita incrementale giornaliera messe in evidenzia, in differente 
modo, dalle sezioni frontali e sagittali degli otoliti (Fig. 24 A). 
La scelta del miglior asse di lettura degli incrementi è spesso ricaduta su quello che 
riusciva a fornire la sequenza incrementale più completa. La sezione è stata dapprima 
osservata a basso ingradimento, e in seguito sono stati numerati tutti gli anelli 
giornalieri. Il punto di partenza, per entrambe le sezioni, è stato fatto coincidere con 
l’anello di schiusa, per proseguire lungo l’asse di lettura precedentemente scelto, fino al 
margine (Fig. 24 A-B). 
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Figura 24 – Microstrutture di una sezione sagittale di otolite di Merluccius merluccius, visualizzato al 
microscopio con luce trasmessa. (A) In dettaglio, i conteggio dei pattern di crescita incrementale intorno 
al core, gli incrementi primari, i centri di crescita accessori e la crescita prismatica; Ingrandimento 25x; 
(B) Pattern di crescita regolare con conteggio degli anelli giornalieri lungo l’asse minore, tramite il 
programma imageJ; Ingrandimento 10x.  
 
 
A 
B 
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Ulteriori tipologie di analisi sono state compiute sulle sezioni frontali e sagittali: 
- Relazione tra taglia dell’individuo (LT) e l’età determinata dall’interpretazione 
degli  incrementi giornalieri; 
- Tasso di crescita mensile in lunghezza dell’individuo prima del compimento del 
primo anno di vita; 
- Frequenza delle date di schiusa, calcolando la differenza in giorni tra la data di 
cattura e l’età stimata attraverso il conteggio degli anelli giornalieri; 
- Spessore medio tra gli anelli giornalieri negli assi di lettura utilizzati: maggiore, 
minore e ortogonale; 
- Confronto dello spessore medio delle due tipologie di sezioni nei differenti assi 
di lettura; 
- Confronto dello spessore medio nello stesso asse di lettura nelle sezioni frontali 
e sagittali. 
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4 RISULTATI 
In totale sono stati letti 506 otoliti interi, di cui 72 con sezione frontale suddivise nelle 
tre classi di taglia: <100 mm; 100-139 mm; 140-180 mm; e 30 con sezione sagittale di 
taglia inferiore a 100 mm, e 35 con sezione trasversal .  
 
 
4.1 Analisi otoliti interi  
In tabella 5, sono stati riassunti i dati estrapolati d ll’analisi degli otoliti interi che 
presentavano dall’interpretazione dell’età almeno un anello annuale. Sono state 
calcolate le medie delle lunghezze dei raggi (S) di ogni anello annuale, e la lunghezza 
media totale ad ogni anno raggiunto (L). 
L’analisi interpretativa degli otoliti con un anello annuale, ha messo in evidenzia che la 
lunghezza media del sub-campione di nasello dell’alto-medio Adriatico all’età di un 
anno è di circa 199 mm. 
 
Tabella 5. Sommario della media dei raggi di ogni anello annuale stimato dall’analisi degli otoliti e dalla 
media della lunghezza totale ad ogni anno compiuto; N= numero di osservazioni; (S)= lunghezza media 
dei raggi ad ogni anno compiuto (mm); ∆S= incremento nel raggio dell’otolite; (L)= lunghezza totale 
media di ogni anello annuale (mm); ∆L=  incremento nella lunghezza totale del pesce. 
Anelli annuali N (S) ∆S (L) ∆L 
1 102 3.6 0.0 199.0 199.0 
2 106 6.6 3.0 265.0 66.0 
3 75 8.5 1.9 336.0 71.0 
4 8 8.9 0.4 419.0 83.0 
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La distribuzione di frequenza della lunghezze totali de  campione catturato durante la 
campagna MedITS del 2012, ha mostrato che le taglie di M. merluccius più abbondanti 
nell’alto-medio Adriatico sono comprese tra i 100 e i 160 mm di lunghezza totale, 
descrivendo un istogramma unimodale (Fig. 25).  
Le taglie superiori hanno rivelano una diminuizione i  frequenza.  
 
 
 
Figura 25 - Analisi di frequenza della lunghezza tot le dell’intero campione dei naselli dell’alto-medio 
Adriatico. 
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Nella Figura 26, suddividendo tutte le lunghezze dei naselli in classi di taglia, 
l’andamento unimodale del grafico ottenuto precedentemente non cambia. 
 
 
 
Figura 26 - Analisi di frequenza delle classi di tagli  dei naselli dell’alto-medio Adriatico. 
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La distribuzione di frequenza della lunghezza totale del sub-campione analizzato, ha 
mostrato che le classi di taglia relativamente più abbondanti sono comprese tra i 100 e i 
180 mm di lunghezza totale dei naselli (Fig. 27).  
Le classi di taglia superiori, rispecchiando in maniera ottimale i risultati ottenuti 
nell’intero campione in Figura 25, hanno mostrato una riduzione della frequenza. 
 
 
 
Figura 27 – Analisi di frequenza delle classi di taglia del sub-campione di naselli. 
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Dall’analisi interpretativa dell’età del sub-campione di naselli catturati durante la 
campagna MedITS del 2012, nella GSA 17, la classe di età dominante è rappresentata 
dalla classe 0+ (Fig. 28).   
La frequenza delle classi di età successive alla 0+ diminuisce drasticamente, fino allo 
zero. 
 
 
 
Figura 28 – Analisi di frequenza delle classi d’età del sub-campione dei naselli dell’alto-medio Adriatico. 
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In Figura 29, utilizzando i valori di lunghezza totale di tutti i naselli con tutti i gruppi di 
età, la relazione di crescita dei naselli  che è stata descritta mostra un andamento lineare 
della curva (alto tasso di crescita). Quindi, non è stato statisticamente corretto calcolare 
l’equazione di crescita di von Bertalanffy, in quanto sarebbero servite almeno 8 classi 
età.  
 
 
 
Figura 29 – Modello di crescita descritto dal sub-campione di Merluccius merluccius dell’alto-medio 
Adriatico. 
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Presi in considerazione tutti i valori di lunghezza totale dei naselli con tutti i gruppi di 
profondità, in Figura 30, è mostrato un evidente andamento di diminuzione della 
lunghezza media totale degli individui all’aumentare della profondità. 
 
 
 
Figura 30 – Relazione tra lunghezza totale dei naselli e l  classi di profondità. 
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La distribuzione degli individui, in relazione alla profondità di cattura e alla loro 
lunghezza totale, è stata descritta mediante la Figura 31. Si possono distinguere ben tre 
gruppi di individui:  
1. Individui di piccola taglia, fino a 160-170 mm, che s mbrano essere distribuiti 
per lo più negli strati batimetrici tra i 100 e 220 metri di profondità; 
2. Gruppo di naselli con un range di taglia compreso tra 180-380 mm, collocati in 
uno strato batimetrico abbastanza eterogeneo compreso tra i 20 e i 220 metri; 
3. Il gruppo dei riproduttori, cioè naselli di taglia superiore a 400 mm, ripartiti 
nelle acque profonde , circa 180-280 metri. 
 
 
 
Figura 31 – Distribuzione dei naselli in relazione a taglia e profondità di cattura durante la campagna 
MedITS nella GSA 17. 
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Dall’analisi allometrica sia dell’otolite destro che sinistro, tra la lunghezza totale dei 
naselli e la lunghezza del raggio calcolato dal core al primo annulo, è chiara una 
differente distribuzione dei naselli lungo la colonna d’acqua. Gli esemplari di un anno 
con taglia di 180-190 mm, sono collocati a profondità maggiori insieme ai riproduttori 
di dimensione elevata (400-500 mm), mentre il resto degli individui con taglia compresa 
tra i 190 e i 390 mm, sono distribuiti su diversi strati batimetrici (Fig. 32). 
 
 
Figura 32 - Analisi di regressione tra la lunghezza tot le del pesce e la lunghezza del raggio calcolato d l 
core al primo annulo degli otoliti sia destri che sinistri nel M. merluccius. 
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Dalle analisi di allometria per la relazione delle lunghezze pesce-otolite, sia di quello 
destro che sinistro, si è evidenziato una proporzione lineare (Fig. 33). 
   
Figura 33 – Analisi di regressione tra la lunghezza tot le del pesce e la lunghezza del Feret (diametro 
maggiore) dell’otolite nel M. merluccius. 
 
Allo stesso modo le successive analisi allometriche degli otoliti destri e sinistri, hanno 
mostrato una relazione lineare tra la lunghezza del pesce, LT-Miniferet, LT-area, e            
LT-perimetro (Fig. 34, 35, 36). 
    
Figura 34 - Analisi di regressione tra la lunghezza tot le del pesce e la lunghezza del MiniFeret (diametro 
minore) dell’otolite nel Merluccius merluccius. 
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Figura 35 - Analisi di regressione tra la lunghezza totale del pesce e l’area dell’otolite (in scala 
logaritmica) nel  M. merluccius. 
 
 
 
   
Figura 36 - Analisi di regressione tra la lunghezza totale del pesce e il perimetro dell’otolite nel 
Merluccius merluccius. 
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Dall’analisi interpretativa del margine incrementale di tutte le 506 coppie di M. 
merluccius, il margine opaco è risultato con il 64% più frequente rispetto al margine 
translucente (36%). 
 
Figura 37 – Frequenza dei margini incrementali delle 506 coppie di otoliti di naselli. 
 
Per capire meglio la distribuzione dei margini, opachi e translucenti, secondo le classi di 
taglia dei naselli è stata implementata la Tabella 6. 
Tabella 6 – Frequenza di margine degli otoliti di nasello in relazioni alle classi di taglia d’appartenenza. 
Classe di taglia 
(mm) 
Frequenza margine              
opaco (%) 
Frequenza margine 
translucente (%) 
<100 10% 0% 
100-139 19% 0% 
140-179 14% 3% 
180-219 5% 10% 
220-259 3% 9% 
260-299 4% 5% 
300-339 4% 5% 
340-379 3% 3% 
≥380 1% 2% 
   Totale 64% 36% 
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Riportando graficamente l’informazione espressa in Tabella 6, il margine incrementale 
opaco nelle classi di taglia di individui inferiore ai 180 mm è risultato nettamente 
dominante, mentre nelle taglie superiori, oltre i 180 mm, la frequenza dei due margini si 
equivale (Fig. 38). 
 
 
 
Figura 38 – Frequenza dei margini incrementali degli otoliti di nasello in relazione alla classe di tagli  di 
appartenenza. 
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4.2 Analisi delle sezioni frontali e sagittali 
Il numero di otoliti con sezioni illegibili (rotti, eccessivamente levigati o con pattern di 
crescita non definiti) è risultato alto, circa il 10% delle sezioni frontali e sagittali. 
In totale, 88 sezioni di otoliti sono risultate interpretabili, in base all’analisi dei patterns 
di incrementi giornalieri. E’ importante specificare una percentuale di errore causato 
dalla difficoltà in risoluzione degli incrementi nella zona prismatica. 
Il conteggio degli otoliti ha evidenziato un range compreso tra gli 86 e 206 incrementi 
giornalieri corrispondente ad una lunghezza totale dei naselli compresa tra 55 e i 176 
mm. Il numero degli incrementi nel nucleo, è variato dai 29 ai 33. 
In aggiunta, nella Tabella 7 sono stati sintetizzati i valori più importanti estrapolati 
dall’analisi delle sezioni frontali e sagittali, come la lunghezza media degli assi di 
lettura, lo spessore medio tra gli incrementi e il tasso di crescita mensile in lunghezza 
del sub-campione dei naselli dell’alto-medio Adriatico fino a poco prima del 
raggiungimento del primo anno di vita.  
 
Tabella 7. Dati riassuntivi tratti dall’analisi delle sezioni frontali e sagittali. Lunghezza media degli assi 
(LA) di lettura maggiore, minore, ortogonale (µm); Spessore medio degli incrementi (SM µm); 
Lunghezza media calcolata dall’anello di schiusa fino al settlment (LS-S µm); Tasso di crescita del pesce 
in lunghezza (mm). 
 
Sezione frontale 
Sezione 
sagittale 
Classe taglia <100 E.S. 100-139 E.S. 140-180 E.S. <100 E.S. 
N° sezioni 29 - 18 - 11 - 30 - 
N° increm. 100-142 - 129-183 - 162-206 - 86-143 - 
LA 
 Magg. 
902.23 167.21 - - - - 1701.88 421.66 
 Min. 250.77 58.57 300.77 57.85 349.60 56.20 508.21 94.75 
 Ortog. 441.85 90.97 476.3 94.98 560.27 95.51 857.91 249.66 
SM 
 Magg. 
7.74 1.07 -  -  14.25 2.45 
 Min. 2.08 0.40 2.03 0.39 2.10 0.34 4.33 0.76 
 Ortog. 3.81 0.59 3.37 0.73 2.27 0.28 7.73 1.57 
LS-S 70.19 - 69.03 - 76.1 - 73.29 
 
- 
 
Tasso crescita 22.08 - 25.16 - 27.15 - 20.99 - 
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Il modello di crescita dei giovanili di M. merluccius è stato riassunto graficamente in 
Figura 39 (C), dove è stato inglobato l’insieme delle informazioni tratte dalle sezioni 
frontali (B) e sagittali (A).  
In ciascuno dei grafici, inoltre, è stata inserita la classe di profondità di cattura.  
La relazione di stima lunghezza-età mostrata nel grafico (C) è lineare, e ha evidenziato 
la presenza di un raggruppamento, costituito da naselli di età e lunghezza minore, allo 
strato batimetrico più profondo (200-500 metri). 
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Figura 39 – Curve di crescita dei giovanili del sub-campione di Merluccius merluccius nell’alto-medio 
Adriatico; (A) Letture su sezioni sagittali e in (B) su sezioni frontali. In (C) grafico che mette insieme le 
letture di entrambe le sezioni. 
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In Figura 40, sono stati espressi graficamenti i confronti tra le medie degli spessori degli 
incrementi. In particolare, nel grafico A sono state confrontate le medie degli spessori 
incrementali nei vari assi di lettura, maggiore, minore e ortogonale nelle due diverse 
sezioni frontale e sagittale; mentre nel grafico B è stata confrontata la differenza delle 
medie degli spessori incrementali di stessi assi di lettura ma di differenti sezioni. 
 
 
Figura 40 – Spessore medio degli incrementi giornalieri del M.Merluccius. (A) In particolare, è presente il 
confronto degli spessori medi degli incrementi negli assi di lettura delle sezioni frontali e sagittal; (B) 
Spessori medi incrementali confrontati tra sezioni diverse degli assi di lettura, maggiore, minore e 
ortogonale. 
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Il retrocalcolo (back-calculation) della distribuzione delle date di schiusa, nonostante 
disponessimo solamente di dati di cattura del periodo estivo della campagna MedITS, 
ha mostrato un continuo periodo di schiusa nei mesi invernali dalla fine di Novembre 
2011 alla fine di Marzo 2012. In particolare, il picco maggiore è stato riscontrato nei 
mesi di Febbraio-Marzo (Fig. 41). 
 
 
 
Figura 41 – Distribuzione delle date di schiusa dei giovanili di nasello, M. merluccius, nel 2011-2012. 
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5 DISCUSSIONI E CONCLUSIONI 
Con il presente lavoro di tesi ho contribuito a descrivere la struttura di età della 
popolazione di nasello (M. merluccius, Linneaus, 1756), e il reclutamento dei giovanili 
che caratterizzano il Mar Adriatico centro-settentrionale.  
La validazione della formazione periodica dell’incremento è un necessario prerequisito 
per gli studi di ogni genere di analisi degli otoliti (Campana, 2001). L’applicazione dei 
metodi diretti di validazione come: allevamento, cattur  e marcatura, etc., per 
determinare la periodicità incrementale del nasello è ancora in progresso in quanto è 
molto difficoltoso per la biologia del pesce e per la sua distribuzione batimetrica (De 
Pontual et al., 2003; Morales-Nin et al., 2005). 
In questo lavoro di tesi, sono stati applicati quindi, metodi indiretti di validazione per 
supportare la periodicità giornaliera tramite la formazione incrementale dell’otolite. 
La determinazione dell’età del M. merluccius è, in generale, difficoltosa a causa di 
numerose e contradistinte macrostrutture, come ad esempio, molte zone sottili 
translucenti, probabilmente corrispondenti a brevi eventi ambientali e/o fisiologici, che 
rendono complicata la distinzione tra i reali anelli annuali e zone di crescita secondaria 
chiamati falsi anelli, che spesso aumentano con la taglia del pesce (Courbin et al., 
2007). Per questo motivo non possono essere applicati criteri di comune interpretazione 
(Oliver et al., 1989; Morales-Nin, 1997).  
Dall’analisi di frequenza effettuata sulle taglie di naselli dell’intero campione catturato 
durante la campagna sperimentale MedITS 2012, le dimensioni dei naselli dominanti 
sono comprese tra 100 e 160 mm di lunghezza totale (Fig. 25).  
L’analisi di frequenza delle classi di taglia di età del sub-campione, ha mostrato una 
dominanza della classe di età 0+, costituita da reclut  che non hanno ancora raggiunto 
un anno di vita e di dimensioni inferiori a 200 mm di lunghezza totale (Fig. 27-28). 
La popolazione di nasello descrive un modello di cres ita lineare (Fig. 29), a cui non è 
stato possibile calcolare l’equazione di crescita d von Bertalanffy, perché non ritenuto 
statisticamente corretto. Questo è spiegabile dal fatto che lo stock è ancora nella fase di 
crescita veloce.  
Tuttavia, la taglia media raggiunta dal Merluccius merluccius nell’alto-medio Adriatico 
è di circa 199 mm di lunghezza totale alla fine delprimo anno di vita. Precedenti 
articoli, basati sull’analisi degli anelli annuali degli otoliti e sulla progressione modale 
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hanno riportato lunghezze medie di circa 120 mm nel Mar Ligure (Orsi Relini et al., 
1989), e di 170 mm nel Mar Egeo (Uçkun et al., 2000); Colloca et al. (2003) ha 
determinato una lunghezza di circa 150 mm nel Mar Tir eno centrale; e nell’area 
dell’Adriatico un range compreso tra i 90 mm (Zupanovic, 1968),  140 mm (Flamigni, 
1984), fino ai 190 mm (Ghirardelli, 1959b). 
Dall’analisi delle frequenza delle fasce batimetriche è stata rilevata una distribuzione 
costante dei naselli negli strati tra gli 80 e 300 metri, mentre solo l’8% è distribuito a 
profondità minore di 80 metri (Fig. 22). Quindi, probabilmente, la distribuzione 
batimetrica dei naselli dell’alto-medio Adriatico pescati durante la campagna del 
MedITS nel 2012, si struttura in base alla fase di vita trascorsa dai naselli. In Figura 31, 
è confermata questa distribuzione: le reclute annuali, di taglia inferiore a 200 mm di 
lunghezza totale, sono state pescate in aree di elevata pronfondità compresa tra i 100 e i 
220 metri; i riproduttori (>380 mm TL) sono stati ritrovati soltanto negli strati più 
profondi a circa 280 metri, infine, i naselli adulti hanno mostrato una ripartizione 
eterogenea lungo tutta la batimetria dettata probabilmente dal cambio di dieta. Questa 
distribuzione è ulteriormente confermata dalla relazione allometrica tra taglia degli 
individui e lunghezza del raggio misurato tra core e primo annulo (Fig. 32). Questi dati, 
probabilmente, permettono di confermare quanto detto in letteratura, la piattaforma 
continentale dell’Adriatico centrale, con le sue condizioni ambientali, nello specifico di 
temperatura (13.5-14°C) (Morales-Nin & Moranta, 2004) pressoché stabili, favoriscono 
la riproduzione, il reclutamento e la nursery (Fossa di Pomo). 
Per conoscere la relazione che lega la crescita in lunghezza degli esemplari di nasello 
(LT) con i parametri metrici degli otoliti, sono state condotte le analisi di allometria: 
LT-Feret, LT-MiniFeret, LT-perimetro e LT-area. I grafici riportati nelle Figure 33, 34, 
35, e 36 hanno mostrato che le due lunghezze sono direttamente proporzionali. 
La tipologia di margine dell’otolite è collegata a periodi di crescita veloce o lenta degli 
individui, fornendo un aspetto opaco o translucente. Dai risultati ottenuti in Figura 37, il 
bordo opaco è risultato il più frequente. In particolare, predomina per individui con età 
inferiore ad un anno, in quanto cresciuti durante periodi più caldi, mentre nelle taglie 
superiori la frequenza dei due margini si equivale. 
L’altro approccio di questo studio è stato basato sulla determinazione dell’età delle 
sagitte degli otoliti dei giovanili di nasello dell’a to-medio Adriatico, oltre a quantificare 
il tasso di crescita giovanile e il periodo di reclutamento. Come per gli otoliti interi, 
anche per le sezioni sono stati riscontrati dei problemi di interpretazione dei patterns di 
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crescita incrementali, a causa soprattutto della presenza di multiprismi di crescita 
attorno al nucleo e alla formazione di centri di crescita accessoria, probabilmente 
relazionati all’ambiente di transizione o al comportamento. Queste caratteristiche sono 
frequenti in numerose specie che subiscono dei cambiamenti durante il passaggio dalla 
vita pelagica durante la fase larvale al reclutamento sul fondale nello stadio giovanile 
(Wright, 1993; Modin et al., 1996; Morales-Nin & Aldebert, 1997). Per raggirare queste 
problematiche, in questo studio, sono state combinate le informazioni estrapolate da due 
differenti piani di sezionamento, frontale e sagittale, per stimare al meglio l’età di un 
individuo.  
Comunque, un errore di circa una settimana è stato assunto nell’interpretazione delle 
età, ed inoltre, il giorno di schiusa, primo discernibile incremento, è stato fatto 
coincidere con il primo deposito incrementale sull’otolite, rappresentando un vero 
riferimento per il conteggio degli anelli giornalieri. Questo è ovviamente una 
semplificazione, e come in altri Gadidae, la stima di età dal conteggio degli anelli 
giornalieri è necessariamente approssimativa (Geffen, 1995). 
Gli studi di Palomera et al., (2005) e  di Alvarez & Cotano (2005) descrivono un anello 
scuro al centro della sagitta definendolo come l’anello di schiusa. Questi autori 
osservano, dal core all’anello di schiusa, un numero di incrementi pari a 4-5 (Palomera 
et al., 2005) e 5-6 (Alvarez & Cotano, 2005).    
Dalle 88 sezioni di otoliti analizzati, il numero di incrementi letti è stato compreso tra 
gli 86 e i 206 anelli, rispettivamente attribuiti ad individui di lunghezza totale pari a 55 e 
175 mm.  
L’età stimata del sub-campione, quindi, è variata da circa 2-3 a poco meno di 9 mesi. Il 
tasso di crescita di M. merluccius è stimato tra 20.99 a 27.15 mm in lunghezza al mese, 
dipendente dalla classe di taglia analizzata come riportato in Tabella 7. 
I dati ottenuti sembrano rispecchiare un andamento di crescita veloce durante i primi sei 
mesi di vita, per poi diminuire nei successivi, fino al primo anno di vita. Queste 
osservazioni sono supportate da studi precedenti, che hanno evidenziato che gli 
incrementi disposti sotto al prisma del nucleo sono progressivamente più fini, a causa 
del cambiamento del metabolismo con l’età, che ne potrebbe influenzare la crescita 
dell’otolite (Morales-Nin, 2000). 
Un tasso di crescita di 11.5 mm al mese è stato riportato per i giovanili del NW del 
Mediterraneo, in particolare nel Golfo del Leone (Morales-Nin & Aldebert, 1997), e tra 
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7.0 e 12.0 mm al mese per il Mar Ligure (Orsi Relini et al., 1989). Queste stime sono 
state ottenute tramite le analisi di progressione modale delle frequenze di lunghezza. 
La distribuzione delle date di schiusa, determinata dal retrocalcolo (back-calculation) 
dei dati di cattura, è risultato che il periodo di schiusa è avvenuta tra Novembre e Marzo 
(Fig. 41), con un picco di nascite in quest’ultimo ese, risultando da altri studi essere 
uno dei principali periodi riproduzione nell’alto-medio Adriatico. Nonostante ciò, 
questo risultato è avvalorato da Karlovac (1965), che ha trovato larve di nasello durante 
i campionamenti planctonici in Adriatico da Ottobre a Giugno, con dei picchi durante i 
mesi invernali. Quindi probabilmente il reclutamento dei giovanili avviene durante tutto 
l’arco dell’anno, e questa riproduzione protratta, potrebbe essere una strategia adattiva 
per massimizzare la sopravvivenza, favorita dal mantenimento o dalle piccole 
variazione di condizioni di temperatura della piattaforma continentale e dello slope del 
Mediterraneo dove i pesci risiedono (Morales-Nin & Moranta, 2004). Perciò, la 
coincidenza delle date di schiusa calcolate con i dati osservati supportano la natura 
giornaliera degli incrementi degli otoliti e validano indirettamente l’uso dei patterns di 
crescita per la stima di età dei giovanili di Merluccius merluccius. 
Questa strategia, però, è contraria a quella osservata in altri Gadiformi come il merluzzo 
dell’Atlantico, Gadus morhua, in cui la riproduzione si concentra in due soli mesi 
(Anderson & Dalley, 2000). 
In conclusione, in questo lavoro di tesi sono stati applicati due diversi approcci che 
hanno garantito la stima di età di un sub-campione di naselli pescati durante la 
campagna MedITS nella GSA 17, garantendo una prima valutazione della struttura di 
popolazione di Merluccius merluccius. E’ stato applicato un nuovo metodo per stimare 
la crescita dei giovanili di nasello, combinando le analisi microstrutturali delle sezioni 
frontali e sagittali. 
Sebbene, il presente studio potrebbe essere affetto da alcune fonti di incertezza (errore 
di stima di età, mortalità e dispersione delle larve e dei giovanili, discontinuità del 
campionamento), il M. merluccius sembra in definitiva reclutare durante tutto l’arco 
dell’anno sulla piattaforma continentale dell’Adriatico centrale, con delle intensità di 
reclutamento che sono dipendenti dalla stagione e dal tasso di crescita. 
È necessario dunque, applicare una notevole protezion  degli adulti, perché il successo 
della specie sembra essere legata alla protezione dell  zone profonde in cui i grandi 
riproduttori si spostano nel corso della loro vita. 
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6 LAVORI FUTURI 
A causa dell’importanza dei dati per la gestione della pesca, questo lavoro di tesi è 
propedeutico all’implementazione di uno studio futuro basato sulla metodologia di 
relazione lunghezza-età per stimare i parametri, L∞ e k e t0, della curva di crescita della 
popolazione di Merluccius merluccius dell’alto-medio Adriatico.  
Lo studio futuro dovrebbe anche mirare alla riduzione di alcune fonti di incertezza. Ad 
esempio, si potrebbero utilizzare dati provenienti da più anni di campionamento, e da 
campagne sperimentali invernali, per eliminare la discontinuità di campionamento.  
Per stimare con maggiore accurattezza l’età, il tasso di accrescimento e la distribuzione 
delle date di schiusa dei giovanili di nasello, potrebbe essere necessario aumentare la 
taglia del sub-campione, e considerare anche otoliti di nasello di dimensione maggiori. 
Inoltre, si potrebbe provare a colorare gli otoliti per cercare di mettere maggiormente in 
evidenzia gli anelli annuali, e dunque, confermare l  loro validazione indiretta. Infine, 
cercare di focalizzare lo studio futuro sulle analisi di sezioni sagittali, in quanto, rispetto 
alle sezioni frontali, riescono meglio a mostrare i patterns di crescita. 
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ALLEGATO 
 
In allegato sono proposte una serie di immagini che sono state acquisite per permettere 
di eseguire le analisi utili per conseguire gli obiettivi prefissati.  
Sono state selezionate varie tipologie di immagini acquisite con diversi strumenti e 
ingrandimenti. Inoltre, nelle varie immagini, si presentano patterns temporali diversi 
come: anelli annuali di otoliti provenienti da esemplari di nasello di età maggiori di un 
anno, e i patterns di crescita continua, dati dagli incrementi giornalieri, messi in 
evidenzia nelle sezioni sagittali e frontali di otoliti provenienti dai giovanili di 
Merluccius merluccius per stima di età. 
 
 
Immagine di otoliti interi 
 
 
Figura 1 – Immagine acquisita con Scanner di un otolite appartenente ad un nasello di 420 mm di LT.
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Figura 2 – Immagine acquisita con stereoscopio di un otolite appartenente ad un nasello di 280  mm LT. 
Ingradimento 6x. 
 
 
 
 
Figura 3 – Immagine acquisita con stereoscopio di un otolite appartenente ad un nasello di 145  mm LT. 
Ingradimento 12x. 
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Figura 4 – Immagine acquisita con stereoscopio di un otolite appartenente ad un nasello di 75 mm LT. 
Ingradimento 25x. 
 
Immagini di sezioni di otoliti 
Sezioni sagittali 
 
Figura 5 – Immagine acquisita con microscopio di un pattern di crescita continua di una sezione di otol te 
appartenente ad un nasello di 80 mm LT. Ingradimento 10x. 
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Figura 6 -  Immagine acquisita con microscopio di un pattern di crescita continua del core di una sezione 
di otolite appartenente ad un nasello di 87 mm LT. Ingradimento 25x. 
Sezioni frontali  
 
 
Figura 7 – Immagine acquisita con microscopio di un pattern di crescita continua del core di una sezione 
di otolite appartenente ad un nasello di 79 mm LT (Classe di taglia <100). Ingradimento 25x. 
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Figura 8 – Immagine acquisita con microscopio di un pattern di crescita continua di una sezione di otol te 
appartenente ad un nasello di 132 mm LT (Classe di taglia 100-139). Ingradimento 25x. 
 
 
 
Figura 9 – Immagine acquisita con microscopio di un pattern di crescita continua del core di una sezione 
di otolite appartenente ad un nasello di 169  mm LT (Classe di taglia 140-180). Ingradimento 25x. 
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